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Okrajšava Pomen  
ATP adenozin trifosfat (angl. Adenosine Triphosphate) 
DMAP 4-(dimetilamino)piridin (angl. 4-Dimethylaminopyridine) 
DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska klislina (angl. Deoxyribonucleic Acid)  
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid  
GIT gastrointestinalni trakt 
HIV virus humane imunske pomanjkljivosti (angl. Human Immunodeficiency 
Virus) 
HOBt hidroksibenzotriazol (angl. Hydroxybenzotriazole) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High-Performance 
Liquid Chromatography 
HR-MS masna spektroskopija visoke ločljivosti (angl. High Resolution Mass 
Spectrometry) 
IC50 koncentracija, ki doseže 50 % stopnjo inhibicije (angl. The half maximal 
inhibitory concentration) 
IR infrardeča spektroskopija 
MAO monoamin oksidaza 
MDR rezistenca proti zdravilom (angl. Multiple Drug Resistance) 
MF mobilna faza 
MS masna spektroskopija 
MST mikrotermoforeza (angl. Microscale Thermophoresis) 
NMM N-metilmorfolin 
NMR jedrska magnetna resonanca (angl. NuclearMagnetic Resonance) 
NOS sintaza dušikovega oksida (angl. Nitric Oxide Synthase) 
Rf retencijski faktor 
SAR odnos med strukturo in delovanjem (angl. Structure-Activity 
Realtionship) 










Rak je bolezen, ki globalno predstavlja velik zdravstveni izziv. Med uveljavljene tarče za 
zdravljenje rakavih obolenj sodijo tudi encimi družine DNA topoizomeraz. V nalogi smo se 
osredotočili na človeško DNA topoizomerazo IIα (topo IIα), ki ima vlogo pri podvajanju 
DNA in je bolj izražena v hitro delečih se celicah, tudi rakavih. Naš cilj je bil zavreti 
delovanje topo IIα z ustavitvijo katalitičnega cikla preko vezave spojin na tarčno vezavno 
mesto ATP na N-terminalni domeni encima. 
S pomočjo dveh predhodno odkritih substituiranih 1H-indazolov, ki sta pokazala dobro 
zaviralno aktivnost na topo IIα (izhodni spojini I in V), smo v nalogi sintetizirali nove 
analoge, da bi razširili poznavanje povezave med strukturo in delovanjem (SAR) tega 
razreda spojin. V prvi stopnji smo sintetizirali 6 analogov izhodnih spojin I in V. V 
nadaljevanju smo z namenom, da bi ovrednotili vlogo 1H-indazola v potencialnih 
inhibitorjih topo IIα, le-tega zamenjali z 1H-indolom. Pri sintezi smo uporabili dve 1H-indol 
karboksilni kislini z različnima lokacijama karboksilne skupine. Tako smo sintetizirali 9 
novih spojin 7-15. Za razširitev poznavanja SAR smo pridobili še 9 komercialno dostopnih 
1H-indazolov 16-24. Vsem sintetiziranim spojinam smo potrdili strukturo s pomočjo 
spektroskopskih metod in jim določili fizikalno-kemijske lastnosti. Vsem spojinam smo z 
uporabo HTS relaksacijskega testa ovrednotili še biološko aktivnost na topo IIα. 
V skupini novo sintetiziranih 1H-indazolnih spojin smo pri treh spojinah zaznali šibko 
zaviranje topo IIα, in sicer največjo pri spojini 3 (RA(250µM)= 69). Pri komercialno 
pridobljenih 1H-indazolih smo zaznali šibko zaviranje pri treh spojinah 20 
(RA(250µM)= 74 %) ter 17 in 21. Tako z uvedenimi spremembami nismo izboljšali zaviralne 
aktivnosti 1H-indazolov v primerjavi z izhodnima spojinama I in V. V skupini sintetiziranih 
1H-indolov smo zaznali šibko aktivnost pri štirih spojinah, 9 (RA(250µM)= 71 %), 15 
(RA(250µM)=76 %), 8, in 13. Tako smo odkrili tudi štiri nove šibke 1H-indolne zaviralce topo 
IIα. Za dva 1H-indazola 3 in 20, ki sta pokazala šibko zaviralno aktivnost, smo računsko 
ovrednotili tudi vezavo v tarčno vezavno mesto za ATP z uporabo metode molekulskega 
sidranja. V nalogi smo tako poleg sinteze novih spojin pridobili tudi pomembne SAR 
informacije o substituiranih 1H-indazolih in 1H-indolih kot potencialnih zaviralcih topo IIα, 
ki bodo služile za nadaljnji razvoj te skupine spojin do novih protirakavih učinkovin. 
 










Cancer is a disease that poses a major global health challenge. Enzymes of the DNA 
topoisomerase family comprise established targets for the treatment of cancer. Here, we 
focused on the human DNA topoisomerase IIα (topo IIα), which has a distinct role in DNA 
replication and is more pronounced in rapidly dividing cells, including cancer cells. Our goal 
was to inhibit the topo IIα by stopping its catalytic cycle via binding of a small ligand to the 
ATP target binding site at the N-terminal domain of the enzyme.  
Using two substituted 1H-indazoles, with inhibitory activity on topo IIα (starting compounds 
I and V), we synthesized new analogs to expand their structure-activity relationship (SAR). 
In the first step, 6 analogs of starting compounds were synthesized. Subsequently, we studied 
the role of the 1H-indazole scaffold and the location of the proton donor on the heterocycle. 
Two different 1H-indole carboxylic acids were used in the synthesis of new analogues. We 
synthesized 9 new compounds 7-15. To extend the SAR of 1H-indazoles, 9 commercially 
available compounds 16-24 were acquired. All synthesized compounds were evaluated using 
spectroscopic methods and their physicochemical properties were determined. The 
biological activity of topo IIα was evaluated for all compounds using HTS relaxation test. 
In the group of newly synthesized 1H-indazoles weak topo IIα inhibitory activity was 
detected for three compounds, the highest for compound 3 (RA (250µM) = 69 %). For 
commercially available 1H-indazoles, weak activity was also detected for compounds 20 
(RA (250µM) = 74 %), 17 and 21. Thus, the introduced changes did not improve the inhibitory 
activity of 1H-indazoles compared to the starting compounds. In the group of 1H-indoles 
with carboxylic acid at the substitution site 2, weak activity was detected for two compounds, 
9 (RA (250µM) = 71 %) and 8, and in the group of 1H-indoles with carboxylic acid at the 
substitution site 5 two more compounds 15 (RA (250µM) = 76 %) and 13 were identified. 
Hence, we discovered four new 1H-indole inhibitors of topo IIα. For two 1H-indazoles 3 
and 20, which showed weak inhibitory activity, we also predicted their binding to the 
targeted ATP binding site using the molecular docking. In addition to synthesizing new 
compounds, we thus obtained valuable SAR information about substituted 1H-indazoles and 
1H-indoles as potential inhibitors of the human DNA topoisomerase IIα, which will serve in 
further development of this group of compounds as anticancer agents. 
 












1.1 Rak in zdravljenje raka 
Globalno predstavlja rak velik zdravstveni problem, ki bo do leta 2030 predvidoma prizadel 
približno 22 milijonov ljudi in bo postal drugi vodilni vzrok za obolevnost in umrljivost, 
takoj za srčnimi boleznimi (1). Najpogostejše oblike raka in oblike raka z največ smrtnimi 
izidi v Sloveniji in v Evropi so predstavljene v preglednici I. Rak se razvije, ko spremembe 
v celicah povzročijo njihovo nekontrolirano rast in delitev. Poznamo več tipov raka, ki se 
različno obnašajo. Povzročijo hitro delitev in rast rakavih celic, nekateri povzročijo tudi 
nastanek vidnih izrastkov- tumorjev, drugi, kot je levkemija, pa ne (2). 
Preglednica I: Prikaz najpogostejših in najbolj smrtonosnih oblik raka v Evropi in Sloveniji leta 2018 (3). 
 
Večina celic v telesu ima svojo nalogo in fiksno življenjsko dobo. Vsaka zdrava celica dobi 
navodila glede na potrebe organizma, kdaj naj bo delitev pospešena in kdaj zavrta. Celica 
prav tako dobi navodila za prenehanje delovanja, telo pa jo bo nadomestilo z novo celico, ki 
bo bolje opravljala svoje naloge. Gre za naravni proces, ki ga imenujemo apoptoza. Rakave 
celice so za signale za prenehanje delitve in apoptozo neodzivne, kar posledično pomeni 
nekontrolirano rast rakavih celic (2).  
Glavni dejavniki nastanka rakavih celic so shematsko prikazani na sliki 1. Sam nastanek 
rakavih celic je kompleksen večstopenjski proces, v katerega so vključeni različni dejavniki, 
ki spreminjajo lastnosti celic tako, da te postanejo vedno manj odzivne na signale, ki 
rak pljuč rak pljuč
rak debelega črevesa in 
danke
rak prostate
rak dojk rak prostate rak pljuč rak pljuč
rak debelega črevesa 
in danke 
rak debelega črevesa 
in danke
rak dojk
rak debelega črevesa in 
danke
Najpogostejše oblike raka v SLO Oblike raka z najbolj pogostim smrtnim izidom v SLO
pri ženskah pri moških pri ženskah pri moških
rak pljuč 8,5 %
rak debelega črevesa 
in danke  13,2 %
rak debelega črevesa in 
danke 13,2 %
rak prostate 10,0 %
rak materničnega vratu 
6,6 %
rak mehurja 7,5 % rak trebušne slinavke 7,4 % rak trebušne slinavke 6,0 %
rak dojk 28,2 % rak prostate 21,8 % rak dojk 16,2 % rak pljuč 24,8 %
rak debelega črevesa 
in danke 12,3 %
rak pljuč 15,1 % rak pljuč 14,2 %
rak debelega črevesa in 
danke 12,0 %
Najpogostejše oblike raka v EU Oblike raka z najbolj pogostim smrtnim izidom v EU
pri ženskah pri moških pri ženskah pri moških




regulirajo rast, diferenciacijo in smrt celice. Te se nato kopičijo v telesu in izrabljajo kisik in 
hranila, ki so namenjena zdravim celicam. Rakave celice se lahko kopičijo v maso tkiva, kar 
imenujemo tumor, lahko škodujejo imunskemu sistemu in/ali povzročijo druge spremembe, 
ki preprečujejo normalno delovanje organizma. Pojavijo se lahko na enem območju in se 
kasneje preko limfnega sistema in bezgavk širijo po telesu (2,4). 
 
Slika 1: Prikaz dejavnikov, ki lahko vplivajo na nastanek rakavih celic (povzeto po 5,7). 
Rakave celice so sposobne vzdrževati nemoteno proliferativno signalizacijo tako, da se 
izogibajo rastnim zaviralcem; geni, ki naj bi omogočali zaviranje rasti rakavih celic, se 
spremenijo tako, da ti niso več učinkoviti. Rakave celice se izognejo tudi imunskemu 
uničenju in celo celični smrti. Omogočajo praktično neomejeno replikacijo, saj rakave celice 
za razliko od zdravih celic za delitev in rast ne potrebujejo hormonov in različnih signalnih 
molekul, ker le-te proizvajajo kar same (5). Rakave celice tudi lahko inducirajo angiogenezo, 
ki jim omogoča preskrbo s hranili in kisikom za preživetje in odvajanje CO2 ter odpadnih 
snovi. Sprožijo invazijo in metastaze, kar pomeni, da se širijo in adherirajo na površine 
zdravih okolijskih celic in tkiva, tam se rakave celice naprej delijo, kar povzroči rast tumorja, 
ta pa sčasoma udre v prostor sosednjega tkiva in tako pride do lokalne invazije, kar vodi 
naprej v razvoj sekundarnih tumorjev ali metastaz. Njihov genom je nestabilen in prihaja do 
mutacij. Rakave celice prav tako spodbujajo nastanek vnetji (5,6).  




Vzrokov za nastanek raka je veliko in nekatere lahko celo preprečimo. Na primer, zelo velik 
odstotek ljudi zboli zaradi kajenja, prav tako močno poveča tveganje za nastanek raka 
uživanje alkohola, prekomerna telesna masa, fizična neaktivnost in neuravnotežena 
prehrana. Določenih vzrokov pa ni moč preprečiti, kot sta npr. genetska dispozicija in starost. 
S staranjem se v celici kopičijo mutacije, ki lahko nato privedejo do njene spremembe v 
rakasto. Ker se skozi leta podaljšuje življenjska doba ljudi, je tudi te bolezni vedno več, 
hkrati pa postaja kronična, saj je zmeraj več uspešnih načinov zdravljenja, ki bolnikom 
podaljšujejo življenje (2, 4). 
Za nastanek raka so lahko krivi tudi različni kemični, fizikalni (UV sevanje) in biološki 
(virusi) dejavniki, vedno bolj pogoste pa so prirojene mutacije, podedovane od naših 
prednikov, npr. sindrom dednega raka in rak dojk (2). Geni v telesu namreč narekujejo 
celicam, kdaj naj se delijo in kdaj naj prenehajo z delitvijo. Spremembe v genih lahko vodijo 
do napačnih navodil celicam in tako nastanku rakavega obolenja. Geni so namreč odgovorni 
za proizvodnjo proteinov v celicah, nekateri izmed njih pa imajo pomembno vlogo pri celični 
delitvi in rasti celic. Do genskih sprememb lahko pride že takoj po rojstvu, nezdrave navade 
(kajenje, alkohol) pa lahko to tveganje le še povečajo (2, 4). 
Najboljši rezultat pri kakršnemkoli zdravljenju raka bi bila popolna odstranitev vseh rakastih 
celic iz telesa in s tem omogočanje normalnega življenja pacienta (8). V praksi se za 
zdravljenje raka uporabljajo različni pristopi, ki so odvisni od tipa in stadija rakavega 
obolenja. Pri določenih bolnikih je dovolj samo ena vrsta terapije, pri drugih se lahko 
uporabijo kombinacije več terapij. Poznamo kirurško odstranitev tumorja, obsevanje 
(radioterapija), zdravljenje z zdravili: citostatiki (kemoterapija), hormonsko in biološko 
zdravljenje (imunoterapija), tarčna zdravila ter gensko terapijo (4). 
Kirurška odstranitev tumorja je najbolj pogost način zdravljenja. Če je pred odstranitvijo 
tumorja že prišlo do invazije in metastaziranja rakavih celic po telesu pa je potrebno še 
dodatno ali adjuvantno zdravljenje (4). Adjuvantno zdravljenje je terapija, ki se izvaja po 
končani kirurški odstranitvi z namenom odstranitve ali preprečitve nadaljnje rasti rakavim 
celicam, ki jih ne moremo zaznati, so pa še vedno lahko prisotne v telesu (9). Pri radioterapiji 
gre za zdravljenje z uporabo različnih vrst ionizirajočega sevanja, ki poškoduje celice s 
prelomi DNA. Najpogosteje se uporabljajo gama sevanje, x-žarki in elektroni. Kemoterapija 
je pristop zdravljenje raka z zdravili naravnega, sinteznega ali polsinteznega izvora, ki imajo 
protirakavi učinek. Ta zdravila večinoma niso specifična in delujejo sistemsko na vse hitro 




deleče celice (tudi zdrave). Kemoterapija se uporablja v kombinaciji, lahko pa tudi kot 
samostojno zdravljenje. Slednje se uporablja predvsem pri levkemiji in limfomih, oz. tipih 
raka, kjer kirurška odstranitev ni možna. Hormonska terapija se uporablja pri zdravljenju 
hormonsko odvisnih rakov, to sta rak dojke in prostate. Tarčna zdravila pa so tista zdravila, 
ki delujejo na specifične tarče v maligni celici in imajo posledično nizko toksičnost (4). 
1.2 Encimi družine DNA topoizomeraz 
DNA je dinamična molekula, ki je sestavljena iz dveh komplementarnih polinukleotidnih 
verig, ki s prepletanjem tvorijo strukturo dvojne vijačnice. V času življenjske dobe 
posamezne celice mora DNA molekula preiti številne topološke spremembe, ki pa ne smejo 
vplivati na genetsko sestavo. Topološke spremembe DNA se pojavijo med replikacijo 
(podvajanjem) in transkripcijo (prepisovanjem), gre pa za negativno/pozitivno superzvitje 
in katenacijo/dekatenacijo DNA molekule (10, 11). Pri katenaciji gre za povezovanje enakih 
elementov v DNA molekuli med seboj s kovalentno vezjo. 
Vsak proces v celici, ki vključuje ločitev obeh komplementarnih verig DNA 
(npr. replikacija), povzroča povečanje mehanskega pritiska v DNA molekuli in dodatno 
prepletanje DNA verige. Za začetek replikacije je torej najprej potrebna ločitev obeh verig 
DNA. Pri tem pomagajo različni encimi, kot je helikaza, ki razpre dvojno vijačnico DNA pri 
replikacijskih vilicah in SSB (angl. single stranded bonding protein) proteini, ki stabilizirajo 
enovijačno DNA. Po ločitvi verig lahko encim DNA polimeraza prične s sintezo nove 
vodilne verige, DNA primaza pa s sintezo nove zastajajoče verige. S pomočjo DNA ligaze 
se nastali Okazakijevi fragmenti zastajajoče verige združijo v polno DNA verigo. Ker je 
DNA molekula dvojna vijačnica, se s procesom ločevanja verig preostali del molekule vse 
bolj zvija, zato prihaja do t.i. superzvitja. Superzvitje DNA lahko povzroči prekinitev 
replikacije zaradi nastalega prevelikega mehanskega pritiska v molekuli, zato je zelo 
pomembna prisotnost družine encimov DNA topoizomeraze, ki rešujejo te topološke izzive 
(11). Prikaz delovanja topoizomeraze tipa I in topoizomeraze tipa II je prikazan tudi na 
poenostavljen način na sliki 2.  





Slika 2: Prikaz delovanja encimov iz družine topoizomeraze tipa  I in topoizomeraze tipa II. 
DNA topoizomeraze so encimi, ki so prisotni tako pri prokariontih kot evkariontih, in so 
odgovorni za sproščanje in uvajanje topoloških sprememb v molekulo DNA med njeno 
rekombinacijo, replikacijo, transkripcijo ali remodeliranjem. Vse DNA topoizomeraze 
izvajajo svoje biokemijske funkcije s kataliziranjem cepitve in ponovne religacije DNA (1). 
DNA topoizomeraze so tako sposobne razpletati in razvozlati verigo DNA, sproščati dodatne 
zavoje in regulirati superzvitje DNA, vse to pa ima pomembno vlogo za nemoten potek 
celične delitve in prepisovanja (12, 13). 
Glede na njihove mehanizme, topoizomeraze razdelimo v 2 večji skupini: topoizomeraze 
tipa I, pravimo jim tudi topo I in topoizomeraze tipa II oz. topo II. Topo I lahko med vsakim 
katalitičnim ciklom razcepijo en segment znotraj ene verige dvovijačne DNA, topo II pa 
lahko razcepijo oba segmenta DNA znotraj ene verige dvovijačne DNA. Pri razcepu obeh 
segmentov v DNA verigi nastane odprtina, skozi katero lahko potuje drug segment DNA 
verige (slika 2) (1,14). S ponovno združitvijo se DNA topologija poenostavi za en vozel, kot 
je prikazano na spodnji sliki 3.  
 
Slika 3: Prikaz topoloških sprememb, ki jih lahko topoizomeraze tipa II uvajajo v DNA molekulo (povzeto po 13). 




1.2.1 Človeška DNA topoizomeraza II 
Človeška DNA topoizomeraza tipa II (topo II) je pomemben predstavnik družine DNA 
topoizomeraz, ki inducira topološke spremembe skozi več korakov, pri čemer je potrebna 
hidroliza ATP in prisotnost Mg2+ ionov (1). Topo II lahko še naprej razdelimo na topo IIα 
in topo IIβ. Obe izoobliki si delita velik del aminokislinskega zaporedja (70 %), vendar ju 
kodirata dva različna gena, prav tako se razlikujeta po velikosti, izražanju v celicah in po 
afiniteti do različnih topoloških oblik DNA (12,13). 
Topo IIα in topo IIβ ne moreta funkcionalno nadomestiti ena druge, obe obliki sta zelo 
pomembni, saj opravljata različne funkcije in se nahajata v različnih tkivih in celicah (1). 
Topo IIα ima večjo vlogo pri podvajanju DNA in je bolj izražena v hitro delečih se celicah, 
tudi rakavih. Nahaja se večinoma v jedrski plazmi. S tem, ko inhibiramo delovanje topo IIα, 
bodisi preko ustavitve njenega katalitičnega cikla ali pa z induciranjem prelomov dvoverižne 
DNA, uničujemo rakave celice in delujemo protirakavo. Topo IIβ pa ima po drugi strani bolj 
sistemsko vlogo in je večinoma porazdeljena znotraj jeder, tako v normalnih, kot malignih 
tumorskih celicah. Njeno izražanje je enako, tako pri hitro delečih celicah, kot pri normalnih. 
Topo IIβ se prav tako izraža v razmeroma nizki in enakomerni ravni v vseh fazah celičnega 
cikla (1, 15). 
1.2.2 Struktura človeške DNA topoizomeraze II 
Človeška topo IIα je homodimer, pri kateri njena celotna struktura še ni povsem znana. 
Njeno 3D strukturo lahko precej dobro opišemo z že rešeno kristalno strukturo glivne topo II 
iz Saccharomyces cerevisiae. Njen monomer je sestavljen iz 1531 aminokislin, ki 
vključujejo tri odseke: N-vrata, centralna vrata (DNA-vrata) in C-vrata, kot je prikazano na 
sliki 4 (1). N-terminalni del ali ATP-azna domena je sestavljena iz ATP-vezavnega mesta, 
ki se nahaja tudi v družini encimov GHKL (Giraza, HSP90, histidin-kinaza, mutL protein) 
ter pretvorne domene (13). Po vezavi ATP molekule sledi hidroliza, tako se ATP-azni 
domeni iz vsakega monomera premakneta ena k drugi z namenom, da zapreta N-vrata preko 
dimerizacije. Srednji del topoizomeraze je znan tudi kot DNA-vrata, kamor se veže in 
kasneje cepi DNA. Ta del je sestavljen iz TOPRIM (angl. TOpoisomerase/PRIMase) 
domene, kamor se veže Mg2+ ion, domene WDH (angl. Winged Helix Domain), le-ta vsebuje 
aktivno mesto za tirozin ter na koncu domene ''TOWER'' (1). Naloga C-vrat pa je 




nadzorovati prehod T-segmenta DNA, prav tako pa vsebuje aminokisline, ki so pomembne 
za fosforilacijo in interakcijo z drugimi proteini (1, 14). 
 
Slika 4: Kristalna struktura celotne topoizomeraze tipa II iz Saccharomyces cerevisiae (PDB: 4GFH) (povzeto po 13) 
ATP-azna domena, ki se nahaja na N-končnem delu topo II, ima zelo podobno primarno 
strukturo tako pri topo IIα kot pri topo IIβ obliki. Prav tako velja za osrednji del. Ker gre za 
dve glavni tarčni mesti zaviralcev topoizomeraz, se pojavi težava specifičnosti delovanja na 
topo IIα, ki je pomembnejša za protirakavo terapijo. Največja razlika med obema oblikama 
se odraža v C-terminalnem delu, ki je pri obliki β daljši (443 aminokislinskih ostankov), kot 
pri α (360 aminokislin) (1). 
1.2.3 Katalitični mehanizem in funkcije topo II 
Za zaključitev enega kroga spremembe topologije DNA, ki jo katalizira topo II, je potrebnih 
več korakov. Katalitični cikel topo II je v grobem sestavljen iz sedmih stopenj, kot je 
prikazano tudi na sliki 5: (i) topo II prepozna in se veže na prvo dvoverižno molekulo DNA 
(G-segment); (ii) sledi vezava dveh molekul ATP, dimerizacija ATP-azne domene ter ujetje 
druge dvoverižne DNA (T-segment) in zaprtje N-vrat; (iii) s pomočjo Mg2+ ionov pride do 
cepitve G-segmenta, posledično nastane prehodni kovalentni kompleks encima in DNA; (iv) 
T-segment preide skozi prehodni prelom G-segmenta z uporabo energije, ki se sprosti zaradi 
hidrolize ene molekule ATP; (v) s pomočjo hidrolize druge molekule ATP se prelom 
segmenta G ponovno poveže (religacija); (vi) sprostita se dve molekuli ADP in sproži se 
odpiranje C-vrat, potrebno za sprostitev T-segmenta in v zadnjem koraku (vii) se sprosti še 
G-segment, medtem ko se odprejo N-vrata, kar omogoča pričetek novega cikla topo II (1). 





Slika 5: Katalitični mehanizem topoizomeraze II v 7 korakih (povzeto po 16). 
1.3 Zaviralci DNA topoizomeraze (strupi in katalitični zaviralci) 
Za zdravljenje raka se že uporabljajo nekateri zaviralci DNA topo I in topo II. Med zaviralce 
topo I spadajo npr. zdravilne učinkovine topotekan, kamptotecin, irinotekan in rubitekan. 
Znani neželeni učinki zaviralcev topo I pa so kardiotoksičnost, mielosupresija, 
gastrointestinalna toksičnost in celo sekundarna levkemija (nastanek sekundarnega rakavega 
obolenja) (1). 
Glede na različne načine delovanja topo II zaviralcev jih lahko razdelimo v dve večji skupini: 
topo II strupi in topo II katalitični zaviralci (1). 
1.3.1 Topo II strupi 
Do sedaj so bili topo II strupi daleč najbolj uporabljani zaviralci topo II. Ti so znani po 
njihovih protirakavih lastnostih, ki uničijo rakave celice tako, da stabilizirajo kovalentni 
kompleks, ki tekom katalitičnega cikla nastane med G-segmentom DNA in topo II. Tako te 
molekule preprečujejo ponovno spojitev prelomljene DNA verige in tako pretvorijo 
funkcionalno topo II v celični strup in s tem povzročijo apoptozo rakave celice (1,17).  
Na osnovi različnih vzorcev vezave na DNA lahko topo II strupe razdelimo še naprej na: 
DNA interkalatorje (npr. antraciklini in njegovi analogi), nekaj primerov navajamo tudi v 
preglednici II in neinterkalirajoče strupe (npr. etopozid, tenipozid, derivati kinolonov) 
(preglednica III). Neinterkalirajoči strupi imajo relativno šibko interakcijo z DNA, zato 
svojo funkcijo opravljajo tako, da stabilizirajo DNA-topo II komplekse. Ravno nasprotno pa 
se lahko DNA interkalatorji, ki jih običajno sestavlja koplanarno aromatsko ogrodje, 
reverzibilno vrinejo med bazne pare DNA in tako sočasno ovirajo še encime, ki sodelujejo 
pri transkripciji in replikaciji DNA (1). 




Preglednica II: Primeri interkalirajočih topo II strupov, njihove strukture, uporaba, način aplikacije in glavni 
neželeni učinki (8, 18, 19, 20). 
INTER-
KALIRAJOČI 
TOPO II STRUPI 










mielogene in limfocitne 
levkemije, deluje 
protirakavo 
Zdravljenje raka na 





Intravensko, tudi v 
kombinaciji z drugimi 
zdravili 
Intravensko  intravensko 
Glavni neželeni 
učinki 
• Zaviranje produkcije 
belih krvničk in 
trombocitov 
• Vnetje ustne 
sluznice in GIT, 
mukozitis 
• Izpadanje las 
• Kardiotoksičnost  
• Mielosupresija 
• Motnje delovanja 
kostnega mozga 
• Slabost in bruhanje 
• Mukozitis 
• Kardiotoksičnost 
• Izpadanje las  
• Mielosupresija 
• Slabost in 
bruhanje 
• Kardiotoksičnost 
• Modro obarvanje 
nohtov, urina in 
beločnice 
• Izpadanje las  
Doksorubicin je najbolj pogosto uporabljen antraciklin in se uporablja za zdravljenje več 
vrst raka. Ker antraciklini povzročajo nastanek  radikalov oz. reaktivnih kisikovih zvrsti 
(ROS), lahko med zdravljenjem pride do poškodb srčnega tkiva. Kardiotoksičnost je 
kumulativna in se pojavi šele po več odmerkih zdravila. Dajanje manjših odmerkov skozi 
daljše časovno obdobje zmanjša tveganje za kardiotoksičnost, zato terapija traja več 




mesecev. Tveganje se zmanjša tudi z uporabo deksrazoksan, ki kelira železo (s tem 
zmanjšuje nastajanje radikalov oz. ROS, pri nastanku katerih sodeluje železo) in varuje srce 
pred antraciklinsko toksičnostjo (8). Ta molekula deluje sočasno tudi kot katalitični zaviralec 
topo IIα (8). Daunorubicin je prvi antraciklin, ki je kazal antineoplastično aktivnost, vendar 
se ne uporablja tako pogosto kot doksorubicin (8). Mitoksantron je analog antraciklinov in 
prav tako zavira topo II. V primerjavi z antraciklini povzroča tvorbo manjše količine ROS. 
Tako je manj kardiotoksičen in ima zato klinično prednost pred ostalimi antraciklini (8). 
Preglednica III: Primera neinterkalirajočih topo II strupov, njuni strukturi, uporaba, način  aplikacije in glavni neželeni 
učinki (8). 
NEINTERKALIRAJOČI 
TOPO II STRUPI 
Etopozid Tenipozid 
            Struktura  
  
Uporaba Zdravljenje raka na pljučih, 
levkemije, ne-Hodkinovega 
limfoma, nevroblastoma, 
sarkoma mehkega tkiva 
 
Zdravljenje akutne levkemije, 
tudi ne-Hodkinov limfom 
Apliciranje Slaba topnost etopozida-
sinteza etopozid fosfata za 
intravensko aplikacijo 
Zelo slabo topen, intravenska 
aplikacija 
Glavni neželeni učinki • Motnje delovanja 
kostnega mozga 
• mielosupresija 
• slabost in bruhanje 
• izpadanje las 
• mukozitis 
• Mielosupresija  
• Slabost in bruhanje 
• Mukozitis 
• Alergijske reakcije 
• Izpadanje las 




Etopozid je pomembna protitumorska učinkovina in se uporablja pri zdravljenju različnih 
novotvorb. Zaradi njegove slabe topnosti v vodi je bil kasneje sintetiziran še etopozid fosfat 
za intravensko uporabo. Ta se s pomočjo alkalnih fosfataz v krvi zelo hitro in popolnoma 
pretvori v etopozid  ter izkazuje tudi enako toksičnost kot etopozid (8). Učinkovina 
tenipozid je še manj topna v vodi kot etopozid. Uporablja se za zdravljenje napredne akutne 
levkemije pri otrocih, ni pa pogosto del standardnih kemoterapij za zdravljenje raka pri 
odraslih (8). 
1.3.2 Katalitični zaviralci topoizomeraze II 
Topo II katalitične zaviralce uporabljamo iz več razlogov: imajo protirakavo delovanje, 
delujejo kot kardioprotektivi in kot modulatorji, ki lahko povečajo efektivnost drugih spojin 
(suramin in novobiocin). Novobiocin lahko npr. poveča citotoksični učinek etopozida in 
tenipozida, tako da povečuje koncentracijo etopozida oz. tenipozida na mestu delovanja (17). 
Pri tej skupini se rakave celice uničujejo z inhibiranjem glavne encimske aktivnosti topo II, 
brez da bi pri tem tvorili povečane ravni DNA-topo II kovalentnih kompleksov. Zato so, kot 
bomo videli, potencialno manj toksični od topo II strupov. Skupina katalitičnih zaviralcev je 
zelo raznolika in spojine delujejo tako, da preprečujejo vezavo ATP na vezavno mesto za 
ATP, ki se nahaja na ATP-azni domeni, s preprečevanjem cepljenja DNA, s preprečevanjem 
vezave DNA na encim ali pa z zaviranjem hidrolize ATP (1). Nekaj primerov katalitičnih 
zaviralcev topo II je predstavljenih v spodnji preglednici IV, vendar je trenutno v uporabi 
samo deksrazoksan, ki ima poleg katalitičnega mehanizma zaviranja topo II, še druge 












Preglednica IV: Primeri katalitičnih zaviralcev topo II, njihove strukture, uporaba, delovanje in glavni neželeni učinki (8, 
17, 21, 22, 23). 
KATALITIČNI 
ZAVIRALCI 
Deksrazoksan Aklarubicin Merbaron 







Uporaba Zdravljenje kostnega 
sarkoma, sarkoma mehkih 
tkiv, levkemije, raka na 
dojkah 
Ni v klinični 
uporabi 
Ni v klinični 
 uporabi 
Delovanje Kardioprotektiv, pri 
jemanju doksorubicina 
Preprečuje vezavo topo II na 
DNA  
Inhibira katalitično 
aktivnost DNA topo II  
Glavni neželeni 
učinki 
• Utrujenost in vročina 
• Slabost, bruhanje, 
vrtoglavica 
• Mielosupresija, 
• Izpadanje las  
• Anoreksija 
• Blaga slabost in bruhanje 
• Mielosupresija 
• Je nefrotoksičen 
Omenimo še rezistenco na kemoterapevtike, ki pogosto predstavlja veliko oviro za uporabo 
različnih zdravilnih učinkovin pri zdravljenju raka. Večina topo II strupov, ki jih 
uporabljamo v terapiji, izkazuje tako odpornost proti zdravilom (MDR, angl. Multi Drug 
Resistance). Ta je povezana s prekomerno ekspresijo nekaterih transportnih proteinov, kar 
povzroči povečan transport kemoterapevtika (topo II strupa) iz celic (1). Prav tako lahko 
topo II strupi sprožijo kromosomsko translokacijo, kar vodi v specifične sekundarne 
levkemije, kot smo to že omenili za nekatere molekule (npr. etopozid). Zato bi z razvojem 




topo II katalitičnih zaviralcev lahko potencialno pridobili zdravilne učinkovine, ki uničujejo 
rakave celice, hkrati pa ne povzročajo toliko poškodb na DNA. S tem bi bili manj toksični 
za normalne celice in bi posledično predstavljali manjše tveganje za razvoj sekundarnega 
rakavega obolenja (1). 
1.4 Indazoli in njihova uporaba pri načrtovanju zdravilnih učinkovin 
Indazoli so heterociklični/biciklični sistemi, ki jih redko najdemo v naravi. So kemijske 
spojine, ki vsebujejo dušik, sestavljene iz pirazolnega obroča, spojenega z benzenskim 
obročem. Ker je za veliko indazolnih derivatov znano, da izkazujejo različne biološke 
aktivnosti, se indazolni nosilni skelet pogosto uporablja pri razvoju novih zdravilnih 
učinkovin na več terapevtskih področjih (24). Indazolni heterocikel se najpogosteje nahaja 
v 1H-indazolni obliki, čeprav ima sposobnost tavtomerizacije tudi v 2H- in 3H-indazol (slika 
6) (24). 
 
Slika 6: Struktura indazola in njegovih tavtomernih oblik (povzeto po 25) 
Odkritje in razvoj novih heterocikličnih spojin, ki vsebujejo dušikove atome in imajo 
potencialno citostatično aktivnost, je v zadnjih letih pogosto del raziskav skupin 
farmacevtskih kemikov po svetu (26). Indazolni obroč lahko substituiramo z različnimi 
funkcionalnimi skupinami, ki omogočajo selektivnost do izbranih tarč in širok razpon 
najrazličnejših bioloških aktivnosti. Znano je, da spojine tega razreda delujejo protirakavo, 
protivnetno, antibakterijsko, antiaritmično, proti glivično in tudi proti virusu HIV (27), kot 
je to prikazano na sliki 24 v prilogi. Glede na študije, patente in celo odobrene zdravilne 
učinkovine iz tega kemijskega razreda, kot je npr. aksitinib za zdravljenje napredovalega 
karcinoma ledvičnih celic, je jasno, da imajo indazolni derivati velik potencial za nadaljnji 
razvoj zdravilnih učinkovin (24). 
1.5 Razvoj substituiranih 1H-indazolov kot katalitičnih  zaviralcev topo IIα 
Kot smo že omenili, med potencialne nove protirakave zdravilne učinkovine sodijo tudi 
spojine z indazolnim obročem (26). Raziskovalci na Kemijskem inštitutu, Ljubljana, so 
pokazali topo IIα zaviralno aktivnost 1H-indazolnih spojin (29). Spojine so načrtovali tako, 




da so izhajali iz nekaterih njihovih že odkritih aktivnih katalitičnih zaviralcev z bicikličnim 
skeletom (npr. purinov in pirazolopirimidinov) in dokazano vezavo na ATP-azno domeno, 
kjer se nahaja vezavno mesto za ATP. Postavili so 3D farmakoforni model, s pomočjo 
katerega so rešetali interno knjižnico komercialno dostopnih spojin (približno 500 spojin). 
Med prvimi testiranimi zadetki so 4 spojine, substituirani 1H-indazoli, pokazale zaviralno 
topo IIα aktivnost z vrednostmi IC50 v spodnjem mikromolarnem območju (25,1-28,9 µM) 
(29). To pomeni, da so bile aktivnosti teh spojin/zadetkov boljše od etopozida. Kasneje so 
testiranje razširili še na dodatne komercialno dostopne 1H-indazole, ki so jih izbrali z 
virtualnim rešetanjem usmerjene knjižnice 1H-indazolov z uporabo molekulskega sidranja. 
Ugotovili so, da sta 1H- indazolni obroč in sulfonilna skupina ključna za aktivnost spojin, 
pri čemer pa je možnih več različnih strukturnih elementov, ki ju povezujejo. Med novimi 
testiranimi spojinami jih je ponovno 5 pokazalo IC50 vrednosti pod 100 µM, še štiri pa med 
100 in 500 µM. Te spojine so razdelili v tri skupine glede na povezovalca 1H-indazolne 
skupine s sulfonilno skupino in tako postavili prvi grobi odnos med strukturo in delovanjem 
(SAR) (14).  
• Prvo skupino sestavljajo spojine, ki vsebujejo piperazinski obroč (slika 7, spojina I) 
ali njegove analoge (slika 7, spojina II). Ugotovili so, da se zaviranje topo IIα pri 
odprtem piperazinskem obroču ali dodajanju lipofilnih substituentov manjša (14). 
 
Slika 7: Primera struktur1H-indazola s piperazinskim obročem in odprtim piperazinskim obročem (povzeto po 14). 
• Skupino 2 predstavljajo spojine z amidnim fragmentom, ki je preko metilne skupine 
povezan z estrsko skupino (Slika 8, spojini III in IV). Tu se je izkazalo kot 
pomembno, da so stranske verige dovolj fleksibilne in ne ovirajo sulfonilne skupine 
pri interakciji s fosfatnim mestom (14). 





Slika 8: Primera struktur 1H-indazola z estrsko skupino (povzeto po 14). 
• Skupina 3 so 1H-indazolne spojine, ki vsebujejo aromatski obroč (Slika 9, spojini V 
in VI) (14). 
 
Slika 9: Primera struktur 1H-indazola z aromatskim obročem (povzeto po 14). 
S testom cepitve (angl. cleavage assay) so dokazali, da 1H-indazolne spojine niso topo II 
strupi, saj ne povzročajo stabilizacije kovalentnega kompleksa med DNA in topoizomerazo. 
Še več, nekatere izmed spojin so celo zmanjšale učinek etopozida, med titracijo le-teh v 
določeno koncentracijo etopozida, gre za t.i. kompetitivni test razpletanja. Dokazali so tudi, 
da spojine inhibirajo hidrolizo ATP in se vežejo na izolirano N-terminalno domeno topo IIα, 
kjer se nahaja vezavno mesto za ATP. Za prikaz slednjega so uporabili metodo 
miktortermoforeze (MST, angl. MicroScale Thermophoresis) (14).  




2 NAMEN DELA 
Z namenom, da bi razvili nove zaviralce človeške DNA topo IIα, ki bi imeli manj neželenih 
učinkov kot obstoječi topo II strupi v terapiji, so raziskovalci na Kemijskem inštitutu v 
predhodnem raziskovalnem delu odkrili in ovrednotili manjšo serijo substituiranih 
1H-indazolov, ki delujejo kot katalitični zaviralci topo IIα (14). Ciljno mesto vezave spojin 
je bilo vezavno mesto za ATP, ki se nahaja na ATP-azni, N-terminalni domeni encima. Ker 
so imele nekatere spojine obetavno zaviralno aktivnost encima topo IIα, smo se odločili za 
nadaljnje raziskave v tej smeri. Dve izmed spojin I in V (slika 10), ki sta pokazali dobro 
zaviralno aktivnost na topo IIα, smo izbrali za izhodni spojini, na podlagi katerih bomo 
načrtovali nove analoge. Namen magistrskega dela je razširiti poznavanje SAR teh začetnih 
1H-indazolnih spojin.
IZHODNA SPOJINA I 
 
IZHODNA SPOJINA V 
 
Slika 10: Izhodni spojini I in V. 
V prvi stopnji načrtovanja bomo sintetizirali nove 1H-indazole s piperidinskim obročem, 
analoge izhodne spojine I, in tako skušali izboljšati njihovo zaviralno aktivnost. Z uvedbo 
novih substituentov na fenilni obroč izhodne spojine V, pa bomo ovrednotili, kako nekateri 
substituenti, ki so se v predhodnih raziskavah na kemijski seriji 
4,6-substituiranih-1,3,5-triazin-2(1H)-onov, ki tudi delujejo kot katalitični zaviralci topo IIα 
(30), vplivajo na delovanje spojin v tem primeru (Slika 11).  
Da bi ovrednotili vlogo 1H- indazola v danih spojinah, smo se odločili tudi za sintezo 
nekaterih spojin, kjer bomo 1H-indazol zamenjali z 1H-indolom, pri čemer bomo preiskovali 
dve možnosti. Uporabili bomo dve dostopni 1H-indol karboksilni kislini, prva ima 
karboksilno skupino na  mestu 2 (Slika 12), druga pa na mestu 5 (Slika 13) v 1H-indolu. Gre 
za preučevanje vpliva nosilnega skeleta in lokacije proton donorja na heterociklu 1H-indola.  




V sklopu magistrske naloge bomo tako sintetizirali 15 končnih spojin 1-15. Njihovo 
strukturo bomo eksperimentalno poskušali potrditi z uporabo analiznih in spektroskopskih 
metod kot so jedrska magnetna resonanca (NMR), infrardeča spektroskopija (IR) in masna 
spektroskopija (MS). Zaviralno delovanje končnih spojin bomo eksperimentalno ovrednotili 
z uporabo testa relaksacijske topo IIα encimske aktivnosti. 
Pridobili bomo tudi nekatere komercialno dostopne substituirane 1H-indazole 16-23 na 
osnovi iskanja podobnosti izhodnih spojin po bazi spojin e-Molecules. Tudi te spojine bomo 
ovrednotili z uporabo testa relaksacijske topo IIα encimske aktivnosti in kasneje primerjali 
rezultate s preostalimi spojinami. Tako bomo pridobili še dodatne podatke o SAR za to 
kemijsko skupino spojin. 




2.1 Reakcijske sheme 
1. Na sliki 11 je prikazana reakcijska shema, ki vodi do 1H-indazolov 1-6. Na fenilni 
















2. Na sliki 12 je prikazana reakcijska shema, ki vodi do spojin 7-10, ki jih bomo 
sintetizirali zato, da bomo ovrednotili vpliv zamenjave 1H-indazolne skupine z 
1H-indolno skupino na topo II inhibitorno aktivnost. Vse nastale spojine imajo 
proton donor prostorsko na identični lokaciji kot pri 1H-indazolnem obroču, razlika 
je le v nosilnem skeletu. Tudi pri teh spojinah bomo menjali substituente vezane na 
fenilni in piperidinski obroč. 
 
 










3. Pri spodaj prikazani reakcijski shemi (slika 13), ki vodi do spojin 11-15, se lokacija 
proton donorja razlikuje od lokacije pri 1H-indazolu, kar pomeni, da je bolj oddaljen 
od amidne vezi. Za to reakcijo uporabimo 1H-indol karboksilno kislino, s 
karboksilno skupino na substitucijskem mestu 5 v obroču. Na osnovno ogrodje bomo 




Slika 13: Reakcijska shema sinteze spojin, kjer bomo 1H-indazol zamenjani z 1H-indolom, kjer je proton donorska 
skupina na 5. mestu v obroču. 
 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Reagenti in topila 
Med izvajanjem eksperimentalnega dela magistrske naloge smo uporabljali reagente in 
topila naslednjih proizvajalcev: Fluka, Sigma Aldrich, Merck in Acros organics. Čistota 
uporabljenih spojin in topil je bila najmanj 95 %. 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali spodaj navedeno standardno laboratorijsko 
opremo: 
• Steklovino različnih proizvajalcev 
• Laboratorijsko tehtnico Sartorius ISO 9001 (Sartorius, Nemčija) 
• Analitsko tehtnico Mettler Toledo AG245 (Mettler Toledo, Švica)  
• Magnetno mešalo z grelnikom IKA ® RH basic RH B (IKA, Nemčija)  
• UV svetilko Camag UC-CABINET II (Camag, Švica) 
• Rotavapor (Büchi Rotavapor R-114) z grelno kadičko (Büchi Heating Bath) in 
vakumsko črpalko (Büchi Labortechnik I-100) (Büchi , Švica)  
• Filter papir (Sartorius) 
• TLC Silikagel plošče Merck Kieselgel 60 F254 (ZDA) 
• UV-VIS detektor (Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000) (Waters, ZDA) 
• kolona (Aquity UPLC CSH C18) (Waters, ZDA) 
• spektrofotometer FT-IR Thermo Nicolet (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
3.2 Metode 
3.2.1 Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija 
S pomočjo tankoplastne kromatografije (TLC) smo spremljali, kako potekajo reakcije in 
kdaj posamezna reakcija poteče do konca. Določali smo tudi čistoto nastalega produkta in 
primerno mobilno fazo za čiščenje produktov s kolonsko kromatografijo. TLC smo izvajali 




s ploščami proizvajalca Merck Kieselgel 60 F254, ki imajo na aluminijastem nosilcu 
dimenzij 20 x 20 cm, 0,20 mm nanosa silikagela z dodatkom fluorescentnega indikatorja 
fluoresceina. Za razvijanje kromatogramov smo uporabljali različne mobilne faze (MF), ki 
so navedene pri vsakem sinteznem postopku posebej. Spojine na kromatografski plošči smo 
najprej detektirali s pomočjo UV svetlobe z valovno dolžino λ= 254 nm, kasneje pa še z 
orositvenima reagentoma ninhidrin za detekcijo aminov in bromkrezolzeleno za detekcijo 
kislin. 
Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za čiščenje končnih produktov. Uporabljali smo 
steklene kolone različnih dimenzij. Kot stacionarno fazo smo uporabili silikagel Silica gel 60 
proizvajalca Merck (Merck, ZDA) z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm. Za mobilno fazo pa smo 
uporabljali mešanice topil diklorometana in metanola ter etilacetata in n-heksana v različnih 
razmerjih, odvisno od Rf in topnosti posamezne spojine v MF. V sinteznem postopku za 
posamezno spojino je razmerje MF tudi navedeno. Po potrebi smo pretok MF povečali z 
nadtlakom z uporabo ročne črpalke. 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Za preverjanje čistote končnih produktov smo izvedli HPLC analizo. Izvajali smo jo na Univerzi 
v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo s pomočjo UV-VIS detektorja in kolone (1,7 μm delci, 2,1 x 
50 mm) pri pretoku 0,4 mL/min. Kot mobilno fazo smo uporabili mešanico 0,1 % trifluoroocetne 
kisline v vodi in acetonitrila, pri tem pa smo delež acetonitrila spreminjali s časom. Od 0 do 
2 min je bil delež acetonitrila 10 %, nato se je delež od 2 do 12 min linearno povečal iz 10 % do 
95 % acetonitrila, od 12 do 14 min pa je ostal delež acetonitrila 95 %. Valovna dolžina detekcije 
spojin je bila 254 nm, temperatura kolone 40 °C in volumen injiciranja 5 µL. 
3.2.2 Spektroskopske metode 
Masna spektroskopija 
Z (MS) smo identificirali nastale spojine. Spektre smo posneli na Univerzi v Ljubljani, 
Fakulteta za farmacijo, s pomočjo tehnike ESI na spektrometru Advion Expression CMSL 
(Advion, ZDA). Še dodatno pa smo posneli HR-MS spektre s tehniko ESI HRMS na 
spektrometru Exactiveᵀᴹ Plus Orbitrap Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA). 




Jederska magnetna resonanca (NMR) 
1H in 13C NMR spektre smo posneli za identifikacijo in preverjanja čistosti spojin na 
Univerzi v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, s spektrofotometrom Bruker Avance III 400 
pri 400 MHz ( 1H NMR) oz. 100 MHz (13C NMR) (Bruker, ZDA). Za topilo smo uporabili 
devteriran dimetilsulfoksid (DMSO-d6) ter devteriran kloroform (CDCl3), kot interni 
standard pa smo uporabili trimetilsilan (TMS). Kemijski premiki (δ) so podani v enotah 
''parts per million'' (ppm). Za računalniško obdelavo spektrov smo uporabili program 
MestRec 4.5.6.0 proizvajalca Mestrelab Research (Španija). 
Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na spektrometru Thermo Nicolet NEXUS 470 FTIR na Fakulteti za 
farmacijo v Ljubljani. Sistem vključuje DTGS detektor in Omnic E.S.P 5.3 programsko 
opremo proizvajalca Thermo Fisher Scientific, ZDA. Naredili smo 16 scanov, resolucija je 
bila 4,0 cm-1. 
3.2.3 Določanje tališča 
Končnim spojinam smo temperaturo tališča določili s pomočjo talilnega mikroskopa z 
ogrevalno mizico znamke Leica, na Univerzi v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo. 
3.2.4 Uporaba računalniških programov 
Za risanje kemijskih struktur, njihovo poimenovanje in risanje reakcijskih shem smo 
uporabljali program ChemDraw Professional 16.0, podjetja CambridgeSoft, ki spada pod 
večje programsko okolje ChemOffice (31). S pomočjo teh programov smo izračunali 
molekulsko maso sintetiziranih spojin in jih poimenovali po IUPAC – nomenklaturi. 
3.2.5 Molekulsko sidranje 
Načrtovanje in molekulsko sidranje spojin 3 in 20 v vezavno mesto za ATP smo izvedli na 
Kemijskem inštitutu v Ljubljani skupaj z mlado raziskovalko Kajo Bergant. S programom 
Chem3D smo ustvarili tridimenzionalno strukturo načrtovanih ligandov, nato pa 3D 
strukturo ustrezno optimizirali z uporabo polja sil MMF94. Za geometrijsko optimizacijo 
začetne strukture smo uporabili predhodno predlagane nastavitve (14). Tako pridobljeno 
konformacijo ligandov smo nato shranili v obliki sdf. Molekule smo sidrali v ATP vezavno 
mesto s pomočjo programa GOLD, proizvajalca The Cambridge Crystallographic Data 




Centre (32), primerjavo in vizualizacijo sidranih konformacij pa smo opravili s programom 
LigandScout, proizvajalca Inte:Ligand (33).  
Vezane konformacije molekul v aktivnem mestu topo IIα smo izračunali s programom 
GOLD (32). Uporabili smo le 1 protomer (veriga A) tarčne strukture ATP-azne domene 
človeške topo IIα, pridobljene iz baze proteinskih struktur (PDB, angl. Protein Data Bank), 
kjer se nahaja pod oznako 1ZXM (34). Aktivno mesto za ATP smo definirali kot kroglo s 
premerom 10 Å okoli referenčnega liganda adenil-imidodifosfata (AMP-PNP) (x = 35,7113; 
y = 0,452; z = 40,0306). Iz aktivnega mesta smo odstranili prisoten magnezijev ion (Mg2+) 
ter vse molekule vode z izjemo W931 in W924, za katere vemo, da sta pomembni za vezavo 
spojine in tvorbe vodikovih vezi z aminokislinami v aktivnem mestu (35). Vodikove atome 
smo v protein dodali s privzetimi nastavitvami. Nastavitve genetskega iskalnega algoritma 
v sklopu programa GOLD so bile privzeto nastavljene: populacija = 100, selekcijski 
pritisk = 1,1, število operacij = 100 000, število otokov = 5, velikost niše = 2, migracija = 10, 
mutacija = 95 in Crossover = 95. Z uporabo teh nastavitev smo nato v tarčno mesto za ATP 
sidrali spojine. Dobljene vezavne konformacije smo nato s programom LigandScout 
vizualizirali ter primerjali. Za oceno afinitete sidranih konformacij smo uporabili cenilno 
funkcijo GoldScore, ki se je izkazala za najprimernejšo pri validacijskem sidranju (35). 
3.2.6 Izbor komercialo dostopnih analogov 1H-indazola 
Komercialno dostopne spojine smo iskali s pomočjo spletne strani eMolecules (36), ki v 
svoji bazi vsebuje skoraj 6 milijonov spojin. V tej bazi spojin lahko preko brezplačnega 
iskalnika iščemo in identificiramo nove potencialne zadetke, ki bi imele podobno strukturo. 
Tako smo s pomočjo funkcije ''substructure search'' iskali strukturno podobne komercialno 
dostopne derivate našim načrtovanim 1H-indazolom – izhodnima spojinama I in V 
(slika 14). Za razširitev le pri 1H-indazolih smo se odločili, ker so bile spojine tega razreda 
že predhodno aktivne na topo IIα. Najprej smo izrisali dve splošni strukturi substituiranih 
1H-indazolov, nato pa v bazi spojin iskali primerne spojine na podlagi identifikacije 
podobnih struktur. Med zadetki smo izbrali komercialno dosegljive in strukturno podobne 
spojine. 





Slika 14: Struktura narisanih spojin v programu eMolecules, ki smo jih uporabili pri iskanju komercialno dostopnih, 
strukturno podobnih derivatov. 
Iz slike 14 je razvidno, da se molekuli razlikujeta v substituentu, vezanemu na 1H-indazolno 
skupino. Na levi strani vidimo 1H-indazolno skupino vezano na benzenski obroč preko 
amidne vezi, kot pri izhodni spojini V, na desni sliki pa je 1H-indazolna skupina vezana na 
piperidin preko amidne vezi. Bazo smo nato preiskali z obema analogoma in dobili okoli 
100 zadetkov. Vse zadetke smo vizualno pregledali in izmed vseh izbrali 9 spojin – spojine 
16-24. 
3.2.7 Biološko testiranje spojin: ovrednotenje topo IIα zaviralne aktivnosti 
Spojinam, ki smo jih sintetizirali v sklopu magistrske naloge, in spojinam, ki smo jih 
pridobili komercialno, smo preverili njihovo sposobnost zaviranja encimske aktivnosti 
človeške DNA topo IIα. Teste smo izvedli v okviru sodelovanja z visoko tehnološkim 
podjetjem Inspiralis iz Velike Britanije. Tam so izvedli test topo IIα relaksacijske encimske 
aktivnosti po standardnem protokolu na testni ploščici (37). 
Test relaksacijske encimske aktivnosti topo IIα temelji na tvorbi tripleksa med dodatno 
zvitim (superzvitim) plazmidom, biotiniliranim oligonukleotidom in s streptavidinom 
obloženo mikrotitrsko ploščico. V primeru, da superzvit plazmid relaksira delujoča topo IIα, 
se ta kompleks ne tvori. Tvori se le, ko preiskovana spojina zavira encimsko dejavnost topo 
IIα in ne pride do relaksacije superzvitega plazmida. Kot standard pri testu uporabljamo 
zdravilno učinkovino etopozid. Le-ta služi kot pozitivna kontrola, saj je že znan zaviralec 
topo IIα (29). Shematsko je izvedba testa prikazana na sliki 15. 
Na mikrotitrske ploščice, obložene s streptavidinom, imobiliziramo biotiniliran 
oligonukleotid. Sledi postopno dodajanje preiskovane spojine, ATP-ja, dodatno zvitega 
plazmida in encima topo IIα. Po inkubaciji dodamo pufer (angl. triplex forming). Ta poskrbi, 
da se relaksacija plazmida ustavi in hkrati spodbudi tvorbo tripleksa. Ko zaključimo s 




ponovnim inkubiranjem, reakcijsko zmes odlijemo, mikrotitrsko ploščico dobro speremo in 
dodamo barvilo SybrGOLD. Na koncu pomerimo fluorescenco s pomočjo fluorescenčnega 
čitalca mikrotitrskih ploščic. Iz Slike 15 je razvidno, da se barvilo veže na tripleks, ki pa se 
lahko tvori le v primeru, ko imamo uspešno inhibiran encim topo IIα.  
 
 
Slika 15: Shematski prikaz principa testa za določanje relaksacijske encimske aktivnosti topo IIα (povzeto po 38). 
 
V primeru, da spojina nima zaviralne aktivnosti, bo encim topo IIα relaksiral superzvit 
plazmid, posledično pa ne bo prišlo do tvorbe tripleksa. Barvilo se ne more vezati na 
plazmid, zato je fluorescenca manjša kot v primeru, ko se barvilo veže na tripleks. Če pa je 
naša spojina aktivna, encim topo IIα ne more relaksirati plazmida, nastane tripleks, na 
katerega se nato lahko veže barvilo in tako pride do večje fluorescence.  
 
Z merjenjem izsevane fluorescence in obdelavo izmerjenih podatkov smo za vsako 
preiskovano spojino 1-24 ovrednotili morebitno zaviralno aktivnost na encim topo IIα pri 
koncentraciji spojine 250 μM. 
 




4 EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1 Sinteza N-(3-(trifluorometil)fenil)-1H-indazol-3-karboksamida (1) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline: 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazin (TCT) (3 mmol; 0,56 g) 
raztopimo v diklorometanu (46 mL) in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu 
ohlajamo v ledeni kopeli. Ko temperatura pade med 0-5 °C, dodamo N-metilmorfolin 
(NMM) (9 mmol; 1 mL) in 1H-indazol-3-karboksilno kislino (9 mmol; 1,50 g). Reakcijsko 
zmes pustimo mešati 2 uri, med tem pa potek reakcije preverjamo s TLC in ugotavljamo, 
kdaj je kislina popolnoma aktivirana.  
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo na sobno temperaturo in 
dodamo 3-(trifluorometil)anilin (9 mmol; 0,95 mL). Reakcijsko zmes pustimo mešati 5 dni. 
Vsak dan naredimo TLC in ocenimo, če je reakcija že potekla do konca. Po končani reakciji 
preostanek topila uparimo na rotavaporju, suh zaostanek pa 2x spiramo z vodo in 1x z 
dietiletrom ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Najprej izvedemo ekstrakcijo (spiranje s 15 mL nasičene raztopine NaHCO3, 
15 mL 0,1 M HCl, 15 mL vode in 15 mL nasičene raztopine NaCl), sledi še izolacija čiste 
spojine s kolonsko kromatografijo. MF za kolonsko kromatografijo je 




etilacetat/n-heksan= 1/3, ker je potovanje spojin zelo počasno, po ½ h spremenimo razmerje 
MF na 2/3. 
REZULTATI: 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 4,92 % 
Rf: 0,54 (MF: diklorometan/metanol= 20/1) 
Tališče: 179-181,5 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 7,32 (t 1H, J= 7,9 Hz, 1H Ar); 7,44-7,50 (m, 2H. 2H Ar); 
7,60 (+, 1H, J= 8,1 Hz, 1H Ar); 8,17 (d, 1H, J= 9,0 Hz, 1H Ar); 8,25 (d, 1H, J= 8,1 Hz, 1H 
Ar); 8,44 (s, 1H, 1H Ar); 10,74 (s, 1H, NH-CO); 13,87 (s, 1H, NH- indazol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 111,38; 116,73; 120,14; 122,04; 122,32; 123,04; 
123,32; 124,27; 126,01; 129,75; 129,96; 138,28; 140,13; 141,80 
IR (cm-1): 3364, 3236, 3187, 1660, 1612, 1558, 1494, 1465, 1328, 1238, 1160, 1144, 1113, 
1096, 1070, 1047, 909, 867, 772, 743, 691, 663, 614 
MS (ESI-): m/z: 304,0 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C15H11F3N3O m/z: 306,0849 [M+H]
+; ugotovljeno: 306,0841  
HPLC: čistost spojine 97,23 % pri 254 nm (tR= 8,2 min) 
Elementna sestava: C15H10F3N3O 
 




4.2 Sinteza N-(4-fluorofenil)-1H-indazol-3-karboksamida (2) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline in nastanek amida: V 500 mL bučko damo 4-fluoroanilin 
(5,371 mmol; 0,51 mL) in ga raztopimo v diklorometanu (200 mL). Raztopino ohladimo na 
ledeni kopeli in dodamo trietilamin (13,448 mmol; 1,9 mL), nato pa še 
1H-indazol-karboksilno kislino (5,371 mmol; 0,90 g), 1-etil-3-carbodiimid hidroklorid 
(EDC-HCl) (5,371 mmol; 0,85 g), 1-hidroksibenzotriazol hidrat (HOBt) (5,371 mmol; 
0,74 g) in nekaj kristalov 4-(dimetilamino)piridin (DMAP). Raztopino pustimo mešati na 
magnetnem mešalu 24 ur pri sobni temperaturi. Konec reakcije preverimo s TLC. 
Izolacija: Reakcijsko zmes spiramo 2x s 15 mL 1 M HCl, 15 mL vode, 2x 15 mL nasičene 
raztopine NaHCO3, 15 mL vode in na koncu še s 15 mL nasičene raztopine NaCl. Topilo 
nato odparimo pod znižanim tlakom. 
Čiščenje: Zaostanek po uparitvi topila čistimo s kolonsko kromatografijo, kjer uporabimo 
MF etilacetat/n-heksan= 1/3, ker je potovanje spojin zelo počasno, po ½ h spremenimo 
razmerje MF na 2/3. 
REZULTATI: 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 8,69 %  




Rf: 0,42 (MF: diklorometan/metanol= 20/1) 
Tališče: 176,5-179,5 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 7,17-7,22 (m, 2H, 2H Ar); 7,28-7,32 (m, 1H, 1H Ar); 
7,45-7,49 (m, 1H, 1H Ar); 7,67 (d, 1H, J=8,4 Hz, 1H Ar); 7,91-7,96 (m, 2H, 2H Ar); 8,23 
(d, 1H, J=8,16 Hz, 1H Ar); 10,44 (s, 1H, NH-CO); 13,79 (s, 1H, NH-indazol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 111,34; 115,46; 115,68; 121,97; 122,47; 122,54; 
122,85; 127,20; 135,72; 135,75; 141,75; 159,83; 161,39 
IR (cm-1): 3366, 3175, 221, 1656, 1612, 1554, 1507, 1457, 1351, 1302, 1211, 1159, 1094, 
1045, 1003, 946, 905, 829, 780, 745, 697, 629, 583 
MS (ESI-): m/z: 253,9 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C14H11FN3O m/z: 256,0880 [M+H]
+; ugotovljeno: 256,0876 
HPLC: čistost spojine 95,62 % pri 254 nm (tR= 7,0 min) 
Elementna sestava: C14H10FN3O 
 








Aktivacija karboksilne kisline: TCT (1,5 mmol; 0,28 g) raztopimo v diklorometanu 
(23 mL) in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu ohlajamo v ledeni kopeli. Ko 
temperatura pade med 0-5 °C, dodamo NMM (4,5 mmol; 0,50 mL) in 
1H-indazol-3-karboksilno kislino (4,5 mmol; 0,74 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 2 uri, 
med tem pa potek reakcije preverjamo s TLC in ugotavljamo, kdaj je kislina popolnoma 
aktivirana.  
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo  na sobno temperaturo in 
dodamo 4-fluoro-3-(trifluorometil)anilin (4,5 mmol; 0,585 mL). Reakcijsko zmes pustimo 
mešati 7 dni. Vsak dan naredimo TLC test in ocenimo, če je reakcija že potekla do konca. 
Po končani reakciji preostanek topila uparimo na rotavaporju, suh zaostanek pa 2x spiramo 
z vodo in 1x z dietiletrom, ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Najprej izvedemo ekstrakcijo (spiranje s 15 mL nasičene raztopine NaHCO3, 
15 mL 0,1 M HCl, 15 mL vode in 15 mL nasičene raztopine NaCl), sledi še izolacija čiste 
spojine s kolonsko kromatografijo. MF za kolonsko kromatografijo je 









Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 4,77 % 
Rf: 0,46 (MF: diklorometan/metanol= 20/1) 
Tališče: 163,5-165 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 7,31 (t, 1H, J= 7,5 Hz, 1H Ar); 7,46-7,54 (m, 2H, 2H Ar); 
7,69 (d, 1H, J= 8,5 Hz, 1H Ar); 8,21-8,25 (m, 2H, 2H Ar); 8,43-8,48 (m, 1H, 1H Ar); 10,80 
(s, 1H, CO-NH); 13,88 (s, 1H, NH-indazol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 111,43; 118,00; 118,61; 121,87; 122,25; 123,06; 
126,65; 127,30; 136,24; 138,19; 141,78; 153,68; 156,17; 161,77 
IR (cm-1): 3378, 3239, 3057, 1662, 1557, 1509, 1472, 1393, 1352, 1322, 1250, 1226, 1159, 
1117, 1050, 897, 871, 818, 771, 751, 739, 711, 673, 597, 506   
MS (ESI-): m/z: 322,0 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C15H10F4N3O m/z: 324,0755 [M+H]
+; ugotovljeno: 324,0749  
HPLC: čistost spojine 96,45 % pri 254 nm (tR= 8,3 min) 
Elementna sestava: C15H9F4N3O 
 




4.4 Sinteza 1-(1H-indazol-3-karbonil)piperidin-4-karboksamida (4) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline: TCT (3 mmol; 0,56 g) raztopimo v diklorometanu (46 mL) 
in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu ohlajamo v ledeni kopeli. Ko temperatura 
pade med 0-5 °C, dodamo NMM (9 mmol; 1 mL) in 1H-indazol-3-karboksilno kislino 
(9 mmol; 1,50 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 2 uri, med tem pa potek reakcije 
preverjamo s TLC in ugotavljamo, kdaj je kislina popolnoma aktivirana.  
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo nazaj na sobno 
temperaturo in dodamo piperidin-4-karboksamid (9 mmol; 0,74 g). Reakcijsko zmes 
pustimo mešati 5 dni. Vsak dan naredimo TLC  in ocenimo, če je reakcija že potekla do 
konca. Po končani reakciji preostanek topila uparimo na rotavaporju, suh produkt pa 2x 
spiramo z vodo in 1x z dietiletrom, ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Nečist produkt čistimo s kolonsko kromatografijo, kjer uporabimo kot MF 
diklorometan/metanol= 5/1. 
REZULTATI: 
Izgled: rahlo bež voluminozen prašek 
Izkoristek: 11,79 % 
Rf: 0,54 (MF: diklorometan/metanol= 5/1) 
Tališče: 203,5-206 °C 




1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 1,50-1,61 (m, 2H, -CH2-); 1,74-1,9 (m, 2H, -CH2-); 
2,40-2,47 (m, 1H, -CH=); 2,80-2,90 (m, 1H, -CH2-); 3,13-3,22 (m, 1H, -CH2-); 4,56-4,68 
(m, 2H, -CH2-); 6,82 (s, 1H, 1H Ar); 7,19-7,23 (m, 1H, 1H Ar); 7,32 (s, 1H, 1H Ar); 
7,39-7,43 (m, 1H, 1H Ar); 7,60 (d, 1H, J= 8,2 Hz, 1H Ar); 7,93 (d, 1H, J= 8,5 Hz, 1H Ar); 
13,48 (s, 1H, NH-indazol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 28,87; 29,73; 41,08; 42,13; 46,43; 66,17; 110,93; 
121,81; 122,04; 123,12; 126,99; 139,38; 140,71; 162,44; 176,43 
IR (cm-1): 3375, 3183, 3046, 2936, 1667, 1624, 1558, 1489, 1442, 1421, 1342, 1257, 1217, 
1154, 1064, 992, 916, 863, 772, 746, 640  
MS (ESI-): m/z: 271,0 [M-H]- 
HR.MS: izračunano za C14H17N4O2 m/z: 273,1346 [M+H]
+; ugotovljeno: 273,1340  
HPLC: čistost spojine 90,96 % pri 254 nm (tR= 2,5 min) 
Elementna sestava: C14H16N4O2 
 




4.5 Sinteza N-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-indazol-3-karboksamida (5) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline in nastanek amida: v 500 mL bučko damo 
4-(trifluorometil)anilin (5,371 mmol; 0,681 mL) in ga raztopimo v  diklorometanu (200 mL). 
Raztopino ohladimo na ledeni kopeli in dodamo  trietilamin (13,448 mmol; 1,9 mL), nato pa 
še 1H-indazol-3-karboksilno kislino (5,371 mmol; 0,90 g), EDC-HCl (5,371 mmol; 
0,844 g), HOBt (5,371 mmol; 0,74 g) in nekaj kristalov DMAP. Raztopino pustimo mešati 
na magnetnem mešalu 24 ur pri sobni temperaturi. Konec reakcije preverimo s TLC. 
Izolacija: Reakcijsko zmes spiramo 2x s 15 mL 1M HCl, 15 mL vode, 2x 15 mL nasičene 
raztopine NaHCO3, 15 mL vode in na koncu še s 15 mL nasičene raztopine NaCl. Topilo 
nato odparimo pod znižanim tlakom. 
Čiščenje: Zaostanek po ekstrakciji čistimo s kolonsko kromatografijo, kjer uporabimo MF 
etilacetat/n-heksan= 3/1, ker je potovanje spojin zelo počasno, po ½ h spremenimo razmerje 
na 2/3. 
REZULTATI: 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 7,37 % 
Rf: 0,59 (MF: diklorometan/metanol= 20/1) 
Tališče: 147,5-150 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6):  7,31-7,34 (m, 1H, 1H Ar); 7,46-7,51 (m, 1H, 1H Ar); 
7,69-7,74 (m, 3H, 3H Ar); 8,15-8,18 (m, 2H, 2H Ar); 8,23-8,26 (m, 1H, 1H Ar); 10,75 (s, 1H, 
NHCO); 13,88 (s, 1H, NH-indazol) 




13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 111,45; 120,51: 121,88; 122,29; 123,07; 126,29; 
126,37; 127,31; 138,36; 141,80; 143,05; 161,87 
IR (cm-1): 3369, 3233, 1665, 1599, 1545, 1419, 1316, 1253, 1180, 1159, 1104, 1066, 1044, 
1011, 1001, 911, 830, 777, 740, 729, 720, 632, 624, 589 
MS (ESI-): m/z: 304,0 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C15H11F3N3O m/z: 306,0849 [M+H]
+; ugotovljeno: 306,0842  
HPLC: čistost spojine 98,01 % pri 254 nm (tR= 8,3 min) 
Elementna sestava: C15H10F3N3O 
 








Aktivacija karboksilne kisline in nastanek amida: V 250 mL bučko damo 
metil 4-piperidinkarboksilat (5,4 mmol; 0,733 mL) in ga raztopimo v diklorometanu 
(70 mL). Raztopino ohladimo na ledeni kopeli in dodamo trietilamin (13,448 mmol; 
1,9 mL), nato pa še 1H-indazol-3-karboksilno kislino (5,371 mmol; 0,89 g), EDC-HCl 
(5,371 mmol; 0,840 g), HOBt (5,371 mmol; 0,74 g) in nekaj kristalov DMAP. Raztopino 
pustimo mešati na magnetnem mešalu 24 ur pri sobni temperaturi. Konec reakcije preverimo 
s TLC. 
Izolacija: Reakcijsko zmes spiramo 2x s 15 mL 1 M HCl, 15 mL vode, 2x 15 mL nasičene 
raztopine NaHCO3, 15 mL vode in na koncu še s 15 mL nasičene raztopine NaCl. Topilo 
nato odparimo pod znižanim tlakom. 
Čiščenje: Nečist produkt čistimo s kolonsko kromatografijo, kjer uporabimo kot 
MF etilacetat/n-heksan= 2/3. 
REZULTATI: 
Izgled: snežno bel voluminozen prašek 
Izkoristek: 40,9 % 
Tališče: 105-107 °C 
Rf: 0,68 (MF: diklorometan/metanol= 9/1) 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 1,53-1,63 (m, 2H, -CH2-); 1,84-1,99 (m, 2H, -CH2-); 
2,67-2,76 (m, 1H, -CH2-); 2,99-3,08 (m, 1H, -CH2-); 3,63 (s, 3H, CH3); 4,41-4,60 (m, 




2H, -CH2-); 7,19-7,24 (m, 1H, 1H Ar); 7,39-7,44 (m, 1H, 1H Ar); 7,59-7,62 (m, 1H, 1H Ar); 
7,92-7,95 (m, 1H, 1H Ar); 13,48 (s, 1H, NH-indazol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6):  28,29; 29,18, 41,59; 46,04; 52,02; 110,93; 121,85; 
122,07; 123,17; 127,01; 139,29; 140,72; 162,45; 174,84 
IR (cm-1): 3256, 2947, 2920, 2857, 1737, 1579, 1507, 1494, 1466, 1445, 1379, 1266, 1234, 
1199, 1170, 1147, 1072, 1044, 1011, 991, 979, 945, 902, 870, 830, 784, 773, 753, 741, 697, 
639, 623, 567, 535, 501, 460, 429.  
MS (ESI-): m/z: 285,9 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C15H18N3O3 m/z: 288,1343 [M+H]
+; ugotovljeno: 288,1338  
HPLC: čistost spojine 98,63 % pri 254 nm (tR= 5,2 min) 
Elementna sestava: C15H17N3O3 
 




4.7 Sinteza 1-(1H-indol-2-karbonil)piperidin-4-karboksamida (7) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline: TCT (1 mmol; 0,12 g) raztopimo v diklorometanu (15 mL) 
in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu ohlajamo v ledeni kopeli. Ko temperatura 
pade med 0-5 °C, dodamo NMM (3 mmol; 0,336 mL) in indol-2-karboksilno kislino 
(3 mmol; 0,49 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 2,5 uri, med tem pa potek reakcije 
preverjamo s TLC in ugotavljamo, kdaj je kislina popolnoma aktivirana.  
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo na sobno temperaturo ter 
dodamo piperidin-4-karboksamid (3 mmol; 0,40 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 5 dni. 
Vsak dan naredimo TLC in ocenimo, če je reakcija že potekla do konca. Po končani reakciji 
preostanek topila uparimo na rotavaporju, suh zaostanek pa 2x spiramo z vodo in 1 x z 
dietiletrom, ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo, kjer smo za MF uporabili 
diklorometan/metanol= 9/1. 
REZULTATI:  
Izgled: rahlo bež prašek 
Izkoristek: 24,1 % 




Rf: 0,15 (MF: diklorometan/metanol= 15/1) 
Tališče: 175-177 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 1,50-1,62 (m, 2H, -CH2-); 1,76-1,87 (m, 2H, -CH2-); 
2,4-2,49 (m, 1H, -CH-); 4,38-4,49 (m, 2H, -CH2-); 2,94-3,14 (m, 2H, -CH2-); 6,76 (s, 1H, 
1H Ar); 6,83 (s, 1H, NH2); 7,02-7,06 (m, 1H, 1H Ar); 7,16-7,19 (m, 1H, 1H Ar); 7,32 (s, 
1H, -NH2); 7,42 (d, 1H, J= 9 Hz, 1H Ar); 7,60 (d, 1H, J= 8,05 Hz, 1H Ar); 11,55 (s, 1H, 
NH-indol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 29,13; 41,99; 103,99; 112,47, 120,15; 121,75; 123,54; 
127,28, 130,63; 136,32, 162,44; 176,36 
IR (cm-1): 3393, 3267, 2948, 2853, 1654, 1605, 1524, 1432, 1348, 1306, 1264, 1228, 1199, 
1135, 1094, 1037, 973, 924, 799, 742, 636, 571, 564 
MS (ESI-): m/z: 270,0 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C15H18N3O2 m/z: 272,1394 [M+H]
+; ugotovljeno: 272,1387  
HPLC: čistost spojine 98,60 % pri 254 nm (tR= 4,7 min) 
Elementna sestava: C15H17N3O2 
 




4.8 Sinteza N-(4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil)-1H-indol-2-karboksamida (8) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline: TCT (1,5 mmol; 0,28 g) raztopimo v diklorometanu 
(23 mL) in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu ohlajamo v ledeni kopeli. Ko 
temperatura pade med 0-5 °C, dodamo NMM (4,5 mmol; 0,50 mL) in 
indol-2-karboksilno kislino (4,5 mmol; 0,73 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 2 uri, med 
tem pa potek reakcije preverjamo s TLC. 
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo  na sobno temperaturo ter 
dodamo 4-fluoro-3-(trifluorometil)anilin (4,5 mmol; 0,585 mL). Reakcijsko zmes pustimo 
mešati 7dni. Vsak dan naredimo TLC in ocenimo, če je reakcija že potekla do konca. Po 
končani reakciji preostanek topila uparimo na rotavaporju, suh zaostanek pa 2x spiramo z 
vodo, ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Zaostanek čistimo s kolonsko kromatografijo, kjer uporabimo kot MF 
etilacetat/n-heksan= 1/3. 
REZULTATI: 
Izgled: rahlo bež voluminozen prašek 
Izkoristek: 42,29 % 
Rf: 0,7 (MF: diklorometan-metanol= 20/1) 
Tališče: 158,5-163 °C 




1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 7,09 (t, 1H, J= 7,92 Hz, 1H Ar); 7,25 (t, 1H, J= 7,62 
Hz, 1H Ar); 7,44 (s, 1H, 1H Ar); 7,49 (d, 1H, J= 8,93 Hz, 1H Ar); 7,55 (t, 1H , J= 9,8 Hz, 
1H Ar); 7,71 (d, 1H, J= 8,0 Hz, 1H Ar); 8,13-8,8 (m, 1H, 1H Ar); 2,25-2,29 (m, 1H, 1H 
Ar); 10,54 (s, 1H, NH-CO), 11,81 (s, 1H, NH-indol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 104,81; 112,92; 112,92; 118,01; 118,22; 118,34; 
118,39; 120,52; 122,35; 124,55; 126,33; 127,42; 131,28; 136,29; 137,46; 156,37; 160,44 
IR (cm-1): 3436, 3334, 1703, 1648, 1543, 1496, 1429, 1418, 1332, 1288, 1230, 1218, 1189, 
1163, 1144, 1105, 1046, 886, 799, 741, 666, 526 
MS (ESI-): m/z: 321,0 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C16H11F4N2O m/z: 323,0802 [M+H]
+; ugotovljeno: 323,0813  
HPLC: čistost spojine 99,74 % pri 254 nm (tR= 8,4 min) 
Elementna sestava: C16H10F4N2O 
 




4.9 Sinteza N-(3-(trifluorometil)fenil)-1H-indol-2-karboksamida (9) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline: TCT (1,5 mmol; 0,28 g) raztopimo v diklorometanu 
(23 mL) in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu ohlajamo v ledeni kopeli. Ko 
temperatura pade med 0-5 °C, dodamo NMM (4,5 mmol; 0,5 mL) in 
indol-2-karboksilno kislino (4,5 mmol; 0,73 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 2 uri, med 
tem pa potek reakcije preverjamo s TLC. 
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo nazaj na sobno 
temperaturo ter dodamo 3-(trifluorometil)anilin (4,5 mmol; 0,565 mL). Reakcijsko zmes 
pustimo mešati 3 dni. Vsak dan naredimo TLC in ocenimo, če je reakcija že potekla do 
konca. Po končani reakciji topilo uparimo na rotavaporju, suh produkt pa 2x spiramo z vodo 
in 1x z dietiletrom, ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Zaostanek čistimo s kolonsko kromatografijo, kjer za MF uporabimo 
diklorometan. 
REZULTATI: 
Izgled: rahlo bež prašek 
Izkoristek: 12,58 % 
Rf: 0,72 (MF: diklorometan/metanol= 20/1) 
Tališče: 138-139 °C 




1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 7,09 (t, 1H, J= 7,65 Hz, 1H Ar); 7,25 ( m, 1H, 1H Ar); 
7,45-7,54 (m, 3H, 3H Ar); 7,63 (t, 1H, J= 8,0 Hz, 1H Ar); 7,71 (d, 1H, J= 8,01 Hz, 1H Ar); 
8,12 (d, 1H, J= 8,24 Hz, 1H Ar); 10,51 (s, 1H, NH-CO), 11,80 (s, 1H, NH-indol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 104,86; 112,92; 116,52; 120,20; 120,51; 122,36; 
123,95; 124,54; 126,00; 127,44; 129,74; 130,06; 130,44; 131,42; 137,46; 140,29 
IR (cm-1): 3420, 3361, 3284, 1680, 1648, 1616, 1536, 1491, 1438, 1330, 1316, 1226, 1165, 
1107, 1068, 999, 893, 791, 738, 695, 651, 519  
MS (ESI-): m/z: 303,0 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C16H12F3N2O m/z: 305,0896 [M+H]
+; ugotovljeno: 305,0890  
Elementna sestava: C16H11F3N2O 
 




4.10 Sinteza N-(4-fluorofenil)-1H-indol-2-karboksamida (10) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline: TCT (1,5 mmol; 0,27 g) raztopimo v diklorometanu 
(23 mL) in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu ohlajamo v ledeni kopeli. Ko 
temperatura pade med 0-5 °C, dodamo NMM (4,5 mmol; 0,5 mL) in 
indol-2-karboksilno kislino (4,5 mmol; 0,74 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 2 uri, med 
tem pa potek reakcije preverjamo s TLC. 
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo nazaj na sobno 
temperaturo ter dodamo 4-fluoroanilin (4,5 mmol; 0,430 mL). Reakcijsko zmes pustimo 
mešati 6 dni. Vsak dan naredimo TLC in ocenimo, če je reakcija že potekla do konca. Po 
končani reakciji preostanek topila uparimo na rotavaporju, suh produkt pa 2x spiramo z vodo 
in 1x z dietiletrom, ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Najprej izvedemo ekstrakcijo (spiranje s 15 mL nasičene raztopine NaHCO3, 
15 mL 0,1 M HCl, v15 mL vode in 15 mL nasičene raztopine NaCl), na koncu zaostanek 
čistimo še s kolonsko kromatografijo. Za MF uporabimo diklorometan. 
REZULTATI: 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 15,58 % 
Rf: 0,68 (MF: diklorometan/metanol= 20/1) 
Tališče: 182-162 °C 




1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 7,05-7,09 (m, 1H, 1H Ar); 7,19-7,25 (m. 3H, 1H Ar); 
7,41 (s, 1H, 1H Ar); 7,46-7,49 (m, 1H, 1H Ar); 7,67-7,69 (m, 1H, 1H Ar); 7,80-7,86 (m, 2H, 
2H Ar); 10,27 (s, 1H, CO-NH); 11,75 (s, 1H, NH-indol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 104,32; 112,87; 115,65; 115,87; 120,40; 122,36; 
124,26; 127,48; 131,79; 135,77; 137,30; 157,50; 159,90 
IR (cm-1): 3402, 3298, 3061, 1647, 1620, 1610, 1534, 1516, 1504, 1446, 1404, 1344, 1314, 
1240, 1224, 1206, 1158, 1145, 1115, 1102, 1011, 924, 828, 807, 793, 744, 766, 688, 611, 
604, 544, 508  
MS (ESI-): m/z: 252,9 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C15H12FN2O m/z: 255,0928 [M+H]
+; ugotovljeno: 255,0920  
HPLC: čistost spojine 100,00 % pri 254 nm (tR= 7,3 min) 
Elementna sestava: C15H11FN2O 
 




4.11 Sinteza N-(3-(trifluorometil)fenil)-1H-indol-5-karboksamida (11) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline: TCT (1,5 mmol; 0,28 g) raztopimo v diklorometanu 
(23 mL) in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu ohlajamo v ledeni kopeli. Ko 
temperatura pade med 0-5 °C, dodamo NMM (4,5 mmol; 0,5 mL) in 
indol-5-karboksilno kislino (4,5 mmol; 0,733 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 4 ure, med 
tem pa potek reakcije preverjamo s TLC.  
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo nazaj na sobno 
temperaturo ter dodamo 3-(trifluorometil)anilin (4,5 mmol; 0,570 mL). Reakcijsko zmes 
pustimo mešati 5 dni. Vsak dan naredimo TLC in ocenimo, če je reakcija že potekla do 
konca. Po končani reakciji preostanek topila uparimo na rotavaporju, suh produkt pa 2x 
spiramo z vodo in 1x z dietiletrom, ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Zaostanek čistimo s kolonsko kromatografijo, kjer za MF uporabimo 
diklorometan. 
REZULTATI: 
Izgled: bež prašek 
Izkoristek: 3,89 % 




Rf: 0,76 (MF: diklorometan/metanol= 9/1) 
Tališče: 115 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6,61 (s, 1H, 1H Ar); 7,42 (d, 1H, J= 7,62 Hz, 1H Ar); 
7,46-7,54 (m, 2H, 2H Ar); 7,59 (t, 1H, J= 7,93 Hz,1H Ar); 7,75-7,78 (m, 1H, 1H Ar); 8,10 
(d, 1H, J= 8,12 Hz, 1H Ar); 8,31 (s, 2H, 2H Ar); 10,43 (s, 1H, CO-NH); 11,43 (s, 1H, 
NH-indol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 102,77; 111,67; 116,59; 116,63; 119,81; 119,85; 
121,10; 121,44; 124,02; 125,65; 127,49;127,53; 130,21; 138,26; 141,01; 167,41 
IR (cm-1): 3285, 1606, 1518, 1489, 1423, 1328, 1309, 1260, 1163, 1116, 1095, 1067, 999, 
958, 886, 746, 689, 663, 549 
MS (ESI-): m/z: 302,9 [M-H]- 
HR-MS:  izračunano za C16H12F3N2O m/z: 305,0896 [M+H]
+; ugotovljeno: 305,0894  
HPLC: čistost spojine 98,77 % pri 254 nm (tR= 7,7 min) 
Elementna sestava: C16H11F3N2O 
 




4.12 Sinteza N-(4-fluorofenil)-1H-indol-5-karboksamida (12) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline: TCT (1,5 mmol; 0,28 g) raztopimo v diklorometanu 
(23 mL) in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu ohlajamo v ledeni kopeli. Ko 
temperatura pade med 0-5 °C, dodamo NMM (4,5 mmol; 0,5 mL) in 
indol-5-karboksilno kislino (4,5 mmol; 0,74 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 2,5 uri, 
med tem pa potek reakcije preverjamo s TLC.  
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo nazaj na sobno 
temperaturo ter dodamo 4-fluoroanilin (4,5 mmol; 0,432 mL). Reakcijsko zmes pustimo 
mešati 6 dni. Vsak dan naredimo TLC in ocenimo, če je reakcija že potekla do konca. Po 
končani reakciji preostanek topila uparimo na rotavaporju, suh produkt pa 2x spiramo z vodo 
in 1x z dietiletrom, ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Zaostanek čistimo s kolonsko kromatografijo, kjer za MF uporabimo 
diklorometan/metanol= 50/1. 
REZULTATI: 
Izgled: rahlo bež voluminozen prašek 
Izkoristek: 14,26 % 
Rf: 0,76 (MF: diklorometan/metanol= 9/1) 
Tališče: 179-180,5 °C 




1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6-58 (s, 1H, 1H Ar); 7,15-7,21 (m, 2H, 2H Ar); 7,46-7,50 
(m, 2H, 2H Ar); 7,72-7,75 (m, 1H, 1H Ar); 7,80-7,86 (m, 2H, 2H Ar); 8,27 (s, 1H, 1H Ar); 
10,17 (s, 1H, CO-NH); 11,39 (s, 1H, NH-indol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 102,71; 111,56; 115,40: 120,89; 121,39; 122,40; 
126,06; 127,42; 136,56; 138,10; 157,29; 159,67; 166,96 
IR (cm-1): 3439, 3212, 2985, 1646, 1612, 1571, 1521, 1501, 1402, 1306, 1256, 1199, 1181, 
1124, 1094, 1067, 1007, 886, 820, 746, 724 
MS (ESI-): m/z: 252,9 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C15H12FN2O m/z: 255,0928 [M+H]
+; ugotovljeno: 255,0922  
HPLC: čistost spojine 100,00 % pri 254 nm (tR= 6,4 min) 
Elementna sestava: C15H11FN2O 
 








Aktivacija karboksilne kisline: TCT (1,5 mmol; 0,28 g) raztopimo v diklorometanu 
(23 mL) in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu ohlajamo v ledeni kopeli. Ko 
temperatura pade med 0-5 °C dodamo NMM (4,5 mmol; 0,5 mL) in 
indol-5-karboksilno kislino (4,5 mmol; 0,74 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 2,5 uri, 
med tem pa potek reakcije preverjamo s TLC.  
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo nazaj na sobno 
temperaturo ter dodamo 4-fluoro-3-(trifluorometil)anilin (4,5 mmol; 0,585 mL). Reakcijsko 
zmes pustimo mešati 6 dni. Vsak dan naredimo TLC in ocenimo, če je reakcija že potekla 
do konca. Po končani rekciji preostanek topila uparimo na rotavaporju, suh produkt pa 2x 
spiramo z vodo in 1x z dietiletrom, ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Zaostanek čistimo s kolonsko kromatografijo, kjer za MF uporabimo etilacetat/n-
heksan= 1/3. 
REZULTATI: 
Izgled: bež prašek 
Izkoristek: 23,23 % 
Rf: 0,64 (MF: diklorometan/metanol= 9/1) 
Tališče: 195 °C 




1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6,61 (s, 1H, 1H Ar); 7,48-7,54 (m, 3H, 3H Ar); 7,74-7,78 
(m, 1H, 1H Ar); 8,12-8,17 (m, 1H, 1H Ar); 8,28-8,34 (m, 2H, 2H Ar); 10,45 (s, 1H, CO-NH); 
11,44 (s, 1H, NH-indol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6):  102,77; 111,69; 117,76; 117,97; 118,42; 121,07; 
121,39; 125,47; 126,40; 127,52; 137,02; 138,27 ;153,51; 155,99; 167,28 
IR (cm-1): 3422, 3260, 1647, 1612, 1533, 1498, 1420, 1336, 1256, 1242, 1207, 1136, 1118, 
1105, 1051, 889, 814, 749, 663, 529 
MS (ESI-): m/z 321,0 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C16H11F4N2O m/z: 323,0802 [M+H]
+; ugotovljeno: 323,0800  
HPLC: čistost spojine 99,72 % pri 254 nm (tR= 7,9 min) 
Elementna sestava: C16H10F4N2O 
 




4.14 Sinteza 1-(1H-indol-5-karbonil)piperidin-4-karboksamida (14) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline in nastanek amida: V 250 mL bučko natehtamo 
piperidin-4-karboksamid (5,371 mmol; 0,72 g) in ga raztopimo v diklorometanom (70 mL.) 
Raztopino ohladimo na ledeni kopeli in dodamo trietilamina (13,448 mmol; 1,9 mL), nato 
pa še indol-5-karboksilno kislino (5,371 mmol; 0,88 g), EDC-HCl (5,371 mmol; 0,84 g), 
HOBt (5,371 mmol; 0,75 g) in nekaj kristalov DMAP. Raztopino pustimo mešati na 
magnetnem mešalu 24 ur pri sobni temperaturi. Konec reakcije preverimo s TLC. 
Izolacija: Reakcijsko zmes spiramo 2x s 15 mL 1 M HCl, 15 mL vode, 2x 15 mL nasičene 
raztopine NaHCO3, 15 mL vode in na koncu še s 15 mL nasičene raztopine NaCl. Topilo 
nato uparimo pod znižanim tlakom. 
Čiščenje: Zaostanek čistimo s kolonsko kromatografijo, kjer za MF uporabimo 
etilacetat/n-heksan= 1/3 in 2/3, ker je potovanje spojin zelo počasno, po ½ h MF zamenjamo 
z MF diklorometan/metanol= 5/1. 
 
 





Izgled: snežno bel voluminozni prašek 
Izkoristek: 29,04 % 
Rf: 0,59 (MF: diklorometan/metanol= 5/1) 
Tališče: 93-95 °C 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 1,43-1,57 (m, 2H, -CH2-); 1,66-1,79 (m, 2H, -CH2-), 
2,31-2,43 (m, 1H, -CH=); 2,85-3,05 (m, 2H, -CH2-); 3,79-4,44 (m, 2H, -CH2-); 6,49-6,52 
(m, 1H, 1H Ar); 6,82 (s, 1H, 1H Ar); 7,10-7,13 (m, 1H, 1H Ar); 7,30 (s, 1H, 1H Ar); 
7,41-7,45 (m, 2H, 2H Ar); 7,60 (s, 1H, 1H Ar); 11,28 (s, 1H, NH-indol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6):  29,06; 42,16; 46,08; 102,19; 111,59; 119,68; 120,72; 
126,96; 127,23; 127,40; 136,68; 171,05; 176,45 
IR (cm-1): 3187, 2923, 2856, 1664, 1601, 1509, 1438, 1370, 1346, 1320, 1293, 1270, 1236, 
1199, 1131, 1098, 1029, 1012, 949, 918, 895, 863, 817, 774, 750, 648, 547, 420. 
MS (ESI-): m/z; 269,9 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C15H18N3O2 m/z: 272,1394 [M+H]
+: ugotovljeno: 272,1388 
HPLC: čistost spojine 93,51 % pri 254 nm (tR= 2,1 min) 
Elementna sestava: C15H17N3O2 
 




4.15 Sinteza N-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-indol-5-karboksamida (15) 
 
POSTOPEK: 
Aktivacija karboksilne kisline: TCT (1,5 mmol; 0,28 g) raztopimo v diklorometanu 
(23 mL) in raztopino med mešanjem na magnetnem mešalu ohlajamo v ledeni kopeli. Ko 
temperatura pade med 0-5 °C dodamo NMM (4,5 mmol; 0,5 mL) in 
indol-5-karboksilno kislino (4,5 mmol; 0,74 g). Reakcijsko zmes pustimo mešati 3 ure, med 
tem pa delamo TLC.  
Nastanek amida: Po aktivaciji kisline reakcijsko zmes segrejemo nazaj na sobno 
temperaturo ter dodamo 4-aminobenzotrifluorid (4,5 mmol; 0,571 mL). Reakcijsko zmes 
pustimo mešati 7 dni. Vsak dan naredimo TLC in ocenimo, če je reakcija že potekla do 
konca. Po končani reakciji preostanek topila uparimo na rotavaporju, suh produkt pa 2x 
spiramo z vodo in 1x z dietiletrom, ter prefiltriramo skozi 2 fina filter papirja. 
Čiščenje: Zaostanek čistimo na več načinov. Najprej izvedemo ekstrakcijo (spiranje z 
nasičenim NaHCO3, HCl, vodo in nasičenim NaCl) na koncu pa še čiščenje s kolonsko 
kromatografijo, kjer za MF uporabimo etilacetat/n-heksan= 1/3. 
REZULTATI: 
Izgled: bel prašek 
Izkoristek: 27,66 % 
Rf: 0,51 (MF: diklorometan/metanol= 20/1) 
Tališče: 188-191 °C 




1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6,62 (s, 1H; 1H Ar); 7,44-7,53 (m, 2H, 2H Ar); 7,70-7,77 
(m, 3H, 3H Ar); 8,05-8,07 (m, 2H, 2H Ar); 8,31 (s, 1H, 1H Ar); 10,46 (s, 1H, NHCO); 11,44 
(s, 1H, NH-indol) 
13C-NMR: (100 MHz, DMSO-d6): 102,80; 111,67; 120,35; 121,21; 121,52; 125,70; 
126,26; 126,33; 127,50; 138,28; 143,89; 167,49 
IR (cm-1): 3481, 3364, 3125, 1657, 1593, 1528, 1472, 1404, 1317, 1260, 1151, 1091, 1079, 
1061, 1022, 905, 832, 761, 727, 674, 591 
MS (ESI-): m/z 303,0 [M-H]- 
HR-MS: izračunano za C16H12F3N2O m/z: 305,0896 [M+H]
+: ugotovljeno: 305,0889  
HPLC: čistost spojine 99,07 % pri254 nm (tR= 7,8 min) 
Elementna sestava: C16H11F3N2O 
 
 




5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Sinteza 1H-indazol-3-karboksamidov 
5.1.1 Sinteza spojin 1, 3 in 4 
Zaradi pomanjkanja elektronske gostote na karboksilnem C-atomu ta pod običajnimi pogoji 
reagira kot elektrofil, vendar pa je -OH slabo izstopajoča skupina, zato je potrebno povečati 
elektrofilnost karbonilnega C atoma v karboksilni skupini. To storimo z uvajanjem elektron-
privlačnih skupin na OH-skupino oz. pretvorimo OH-skupino v bolje izstopajočo skupino. 
Pri sintezi produktov 1, 3, in 4 je torej potrebna aktivacija 1H-indazol-3-karboksilne kisline. 
To izvedemo s t.i. veznim reagentom TCT, ki tvori intermediat, kjer je povečana 
elektrofilnost na C atomu, ki kasneje reagira z ustreznim aminom (39).  
Reakcija aktivacije 1H-indazol-3-karboksilne skupine je prikazana na sliki 16. Vidimo, da 
TCT najprej reagira z dodanim N-metilmorfolinom (NMM), kjer pri znižani temperaturi 
poteče nukleofilna substitucija, po dodatku kisline pa pride do nastanka intermediata v obliki 
estra. Ta predstavlja aktivirano obliko kisline.  
Ester je derivat karboksilne kisline, ki je bolj reaktiven za nukleofilno substitucijo. Po 
aktivaciji kisline smo dodali ustrezen amin za nastanek želenega amida in ker je kislina v 
obliki aktivnega estra, lahko poteče nukleofilna substitucija. Karbonilni C-atom estra je 
dovolj elektrofilen, da reagira z dušikom iz amina ter tako nastaneta amid in 
2,4,6-trihidroksitriazin (slika 17).  
 
Slika 16: Reakcijska shema mehanizma aktivacije 1H-indazol-3-karboksline kisline z uporabo TCT metode. 





Slika 17: Reakcijska shema mehanizma nastanka amida 1, 3 (zgoraj) in 4 (spodaj). 
Reakcijo za pripravo spojine 1 je bilo potrebno večkrat izvajati zaradi slabih izkoristkov, ki 
so bili pričakovani zaradi slabe topnosti tako zmesi kot tudi končnih spojin (40). Pri končni 
uspešni izvedbi reakcije smo uporabili 200 % večje količine reagentov, kot je bilo prvotno 
predvideno. Aktivacija kisline je potekala 2 h, po dodatku amina pa smo pustili zmes 
reagirati še 4 dni. Dobili smo mlečno rumeno suspenzijo, po uparitvi topila pa rumen prašek. 
Sledilo je čiščenje z ekstrakcijo in kolonsko kromatografijo. Zaostanek po ekstrakciji smo 
raztopili v metanolu in naredili suhi nanos na silikagel zaradi slabe topnosti v večini topil. 
Čist produkt smo prejeli v obliki belega praška, izkoristek pa je znašal 4,9 %.  
Zaradi izgub med čiščenjem spojine 3 zaradi slabe topnosti smo postopek sinteze nekajkrat 
ponavljali. Končni izkoristek reakcije je bil v najboljšem poskusu le 4,77 %. Najoptimalnejši 
pogoji so naslednji: reakcijo izvajamo s 50 % večjimi količinami reagentov, kot so navedeni 
v osnovnem predpisu, po katerem smo skušali sintetizirati amide preko aktivacije kisline s 
TCT metodo. Aktivacija kisline je trajala 2 h, po dodatku amina pa smo zmes mešali s 
pomočjo magnetnega mešala še 7 dni. Dobili smo mlečno rumeno suspenzijo, ko smo topilo 
uparili pa rumen prašek. Iz njega smo na enak način izolirali čisto spojino 3, kot prej opisano 
pri spojini 1. 




Za sintezo spojine 4 smo izhajali iz 200 % večje količine reagentov, kot so navedeni v 
osnovnem predpisu. Prvo stopnjo, kjer smo aktivirali kislino, smo izvajali 3 h, po dodatku 
amina pa je reakcija potekala še 5 dni. Dobili smo živo rumeno suspenzijo in po uparitvi 
topila pa živo rumen prašek. Nastalo zmes smo čistili s kolonsko kromatografijo, kjer je bil 
potreben suhi nanos na silikagel zaradi slabe topnosti. Na koncu smo dobili rahlo bež 
voluminozni prašek z 11,79 % izkoristkom. 
5.1.2 Sinteza spojin 2, 5 in 6 
Za sintezo spojin 2, 5 in 6  je prav tako potrebna aktivacija 1H-indazol-3-karboksilne kisline. 
Ker se pri teh produktih TCT metoda ni izkazala za najboljšo, smo karboksilno kislino 
aktivirali po EDC-HCl metodi (40). Reakcijska shema poteka aktivacije po tej metodi je 
prikazana na sliki 18. Karboksilni kislini smo dodali vezni reagent 
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC), ta tvori intermediat s karboksilno 
skupino v obliki aktivnega estra, s tem postane karbonilni C-atom bolj elektrofilen, da lažje 
poteče nukleofilna substitucija in reagira z dodanim ustreznim aminom (slika 19). Da smo 
povečali količino čistega produkta, smo sintezo spojine 2 izvajali večkrat. Pri končni reakciji 
smo količine povečali kar za 40-krat.  
 
Slika 18: Reakcijska shema mehanizma aktivacije 1H-indazol-3-karboksline kisline z EDC metodo. 
 





Slika 19: Reakcijska shema mehanizma nastanka amidov 2, 5 (zgoraj) in spodaj 6 (spodaj). 
 
5.2 Sinteza 1H-indol-2-karboksamidov 
5.2.1 Sinteza spojin 7, 8, 9 in 10 
Podobno kot pri 1H-indazol-3-karboksilni kislini, je tudi 1H-indol-2-karboksilno kislino 
potrebno predhodno aktivirati. Potek aktivacije je enak, kot je prikazan na sliki 16, le da gre 
za drug tip karboksilne skupine. Za sintezo spojin 7, 8, 9 in 10 smo uporabili TCT metodo 
kot prikazuje slika 20. Mehanizem reakcije poteka enako kot pri indanski kislini. 
Tudi pri sintezi spojin 7, 8, 9 in 10 je bila težava topnost in posledično slabi izkoristki. Pri 
končni reakciji smo količine povečali za 50 %, končne produkte pa smo čistili s kolonsko 
kromatografijo, kjer je bil potreben suhi nanos na silikagel. Najboljši izkoristek smo dosegli 
pri spojini 7 in sicer 42,3 %. 





Slika 20: Reakcijska shema mehanizma nastanka amidov 8, 9, 10  (zgoraj) in 7 (spodaj). 
5.3 Sinteza 1H-indol-5-karboksamidov 
5.3.1 Sinteza spojin 11, 12, 13 in 15 
Tudi pri sintezi zadnje skupine spojin je bilo potrebno 1H-indol-5-karboksilno kislino 
predhodno aktivirati, tako kot smo aktivirali 1H-indazol-3-karboksilno kislino in 
1H-indol-2-karboksilno kislino in je prikazan na sliki 16, le da gre v tem primeru za drug tip 
karboksilne skupine. Pri spojinah 11, 12, 13 in 15 je bila učinkovita TCT metoda aktivacije 
1H-indol-5-karboksilne kisline. Shema reakcije nastanka amida je prikazana na sliki 21. 
Mehanizem reakcije je enak kot pri prejšnjih spojinah, kjer smo uporabili TCT metodo. 
 
Slika 21: Reakcijska shema mehanizma nastanka amidov 11, 12 13 (zgoraj) in 15 (spodaj). 




5.3.2 Sinteza spojine 14 
Pri sintezi 14 pa smo ponovno uporabili EDC metodo aktivacije karboksilne kisline, 
mehanizem reakcije poteka enako kot pri prejšnjih aktivacijah kisline z EDC metodo 
(slika 18 in 22).  
 
Slika 22: Reakcijska shema mehanizma nastanka amida 14. 
 
5.4.  Testiranje encimske inhibicije in odnos med strukturo in delovanjem 
 sintetiziranih spojin 
V naslednjem koraku raziskav te naloge smo uporabili HTS test topo IIα katalizirane 
relaksacijske encimske aktivnosti in sintetiziranim substituiranim 1H-indolom in 
1H-indazolom 1-15 ter komercialno pridobljenim 1H-indazolom 16-24 ovrednotili zaviralno 
aktivnost na človeško topo IIα. Vrednosti določenih rezidualnih aktivnosti (RA) encima topo 
IIα, izraženih kot % aktivnosti encima pri koncentraciji spojin 250 μM, so podane v 
preglednicah V-VIII. Etopozid, ki je znan zaviralec človeške topo IIα, in tudi zdravilna 
učinkovina v terapiji rakavih obolenj, smo uporabili kot standard oz. pozitivno kontrolo, kjer 
smo pri koncentraciji referenčne spojine 250 μM določili rezidualno aktivnost encima 45 %, 
kar je v skladu s predhodnimi eksperimenti (29).  
Rezultati testa topo IIα katalizirane relaksacijske encimske aktivnosti sintetiziranih spojin 
1-6 so zbrani v Preglednici V. Po izvedem testu smo ugotovili, da nobena izmed 
sintetiziranih spojin ni vodila k izboljšanju zaviralne topo IIα aktivnost v primerjavi z 
izhodnima spojinama I in V. Nekaj vpliva na topo IIα encimsko aktivnost je pokazala spojina 
1 z uvedeno triflourometilno skupino na para mesto (RA= 84 %), še učinkovitejša pa je bila 
spojina 3 s še dodatnim 4-flouro substituentnom na fenilnem obroču (RA = 69 %). Spojina 




4 s substituiranim piperidinskim obročem je imela RA = 91 %. Spojine 2, 5 in 6 pa so bile 
pri koncentraciji 250 μM popolnoma neaktivne. 
Preglednica V: Sintetizirane spojine z 1H-indazolnim skeletom in rezultati  testiranja inhibicije encimske aktivnosti. 
Spojina RA [%] 
(250 μM) 


























Da bi ovrednotili vlogo 1H-indazola na topo IIα zaviralno aktivnost, smo se odločili tudi za 
sintezo nekaterih analogov spojin 1-6, kjer smo ta nosilni skelet zamenjali z 1H-indolom. 
Pri spojinah 7-10 smo za njihovo sintezo uporabili 1H-indol 2-karboksilno kislino. Vse 
nastale spojine imajo proton-donorski dušik prostorsko na identični lokaciji kot pri 
1H-indazolnem obroču, razlika je le v nosilnem skeletu, torej v odsotnosti drugega 
obročnega dušika. Tudi pri teh spojinah smo na fenilni obroč uvedli nekatere nove 
substituente. Rezultati izvedenega testa encimske aktivnosti so zbrani v Preglednici VI. 
Tudi pri novih sintetiziranih 1H-indolih nismo opazili izboljšanja aktivnosti v primerjavi s 
prejšnjo serijo. Šibko aktivnosti pri tej koncentraciji spojin sta pokazala 1H-indola 8 in 9. 
Prvi s 4-flouro in 3-triflourometilnim substituentnom na fenilnem obroču je imel rezidualno 
aktivnost 91 %, drugi z uvedeno triflourometilno skupino na para mesto pa je imel nekoliko 
obetavnejšo rezidualno aktivnost z vrednostjo 71 %. Ta dva substituenta sta se izkazala kot 




najboljša tudi v prej omenjeni seriji 1H- indazolov pri spojinah 1 in 3, le da je bila jakost 
zaviranja topo IIα obrnjena glede na uvedena substituenta. Spojini 7 in 10 sta bili pri 
koncentraciji 250 μM popolnoma neaktivni. 
Glede na dobljene šibke vrednosti zaviranja topo IIα pri obeh razredih težko opredelimo 
razliko 1H-indola v primerjavi z 1H-indazolom kot nosilnim skeletom. Za natančnejše 
ovrednotenje možnih razlik bi morali sintetizirati direktna analoga izhodnih spojin I in V. 
Pomembno je poudariti, da smo v nalogi identificirali tudi dva nova šibka 1H-indolna 
zaviralca topo IIα, ki še nista opisana v literaturi. S tem pa smo pridobili tudi nove spojine 
vodnice za nadaljnji razvoj zaviralcev topo IIα iz te skupine. 
Preglednica VI: Sintetizirane spojine z 1H-indolnim skeletom in rezultati biološkega testiranja. 
Spojina RA [%] 
(250 μM) 

















V naslednjem koraku smo ovrednotili spojine 11-15, kjer smo uporabili 
1H-indol-5-karboksilno kislino namesto indanskega fragmenta. Tu se lokacija dušikovega 
proton donorja razlikuje od lokacije pri prejšnjih spojinah, ki vsebujejo 1H-indazol oz. 
1H-indol, ki je sedaj bolj oddaljen od amidne vezi. Rezultati določene encimske aktivnosti 
so zbrani v preglednici VII. 
Šibko zaviralno topo IIα aktivnosti pri 250 μM koncentraciji spojin sta pokazala sintetizirana 
1H-indola 13 in 15. Spojina 13 je vsebovala že v prejšnjih tipih spojin prisotna 4-flouro in 
3-triflourometilni substituent na fenilnem obroču (RA = 91 %). Še bolje se je v testu odrezala 
spojina 15 s 4-flouro substituentom na fenilnem obroču (RA = 76 %). Preostali sintetizirani 
1H-indoli 11, 12 in 14 so bili pri koncentraciji 250 μM neaktivni. Tako smo odkrili še en 




1H-indolni derivat s šibko zaviralno aktivnostjo, ki bo uporaben za nadaljnji razvoj tega 
razreda zaviralcev topo IIα. 
Preglednica VII: Sintetizirane spojine z 1H-indolnim skeletom in rezultati biološkega testiranja. 
Spojina RA [%] 
(250 μM) 

























Nazadnje smo testirali še substituirane 1H-indazole 16-23, ki smo jih izbrali na osnovi 
iskanja podobnosti izhodnih spojin v bazi spojin e-Molecules. Rezultati meritev encimske 
aktivnosti topo IIα za to skupino spojin so zbrani v preglednici VIII. Tudi s temi spojinami 
nismo uspeli identificirati 1H-indazolov, ki bi bili aktivnejši od izhodnih spojin I in V. Tri 
izbrane spojine 17 (RA= 79 %), 20 (RA= 74 %) in 22 (RA= 81 %), so pokazale šibko 
zaviranje topo IIα, preostali kupljeni 1H-indazoli 16, 18, 19, 21, 23 in 24 so bili pri 
koncentraciji 250 μM neaktivni. Spojini 20 in 22 obe vsebujeta sulfonamidni del, ki se je 
izkazal kot pomemben pri izhodnih spojinah I in V. Glede na opazen padec topo IIα 
zaviralne aktivnosti pa lahko sklepamo, da je uvedba preostalih substituentov verjetno 








Preglednica VIII: Komercialno pridobljene spojine z 1H-indazolno skupino in rezultati biološkega testiranja. 
Spojina RA [%] 
(250μM) 
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5.5. Molekulsko sidranje 1H-indazolov v ATP-vezavno mesto 
Spojinama iz kemijskega razreda 1H-indazolov 3 (RA= 69 %) in 20 (RA= 74 %), ki sta 
pokazali šibko topo IIα zaviralno aktivnost, smo računsko ovrednotili tudi vezavo v tarčno 
vezavno mesto za ATP. Sidrani konformaciji obeh spojin v tarčno vezavno mesto, ki se 
nahaja na N-terminalni domeni človeške topo IIα, smo pridobili z metodo molekulskega 




sidranja in sta predstavljeni na sliki 23. Za izvedbo sidranja smo uporabili kristalno strukturo 
N-terminalne človeške ATP-azne domene 1ZXM, ki je dostopna v proteinski bazi PDB (41). 
Odločili smo se za sidranje le 1H-indazolnega kemijskega razreda, saj so predhodne 
raziskave z uporabo MST biofizikalne metode že dokazale, da se 1H-indazoli lahko vežejo 
na izolirano N-terminalno domeno, kjer se nahaja naše tarčno vezavno mesto (14). 
Na sliki 25 zelene (proton donor) in rdeče (proton akceptor) puščice prikazujejo vodikove 
vezi, ki jih opazimo med spojinama in vezavnim mestom na proteinu. Rumene sfere 
označujejo hidrofobne interakcije. Na sliki so prikazane tudi pomembne aminokisline, ki 
sestavljajo aktivno mesto za ATP v treh različnih barvah. Z vijolično je predstavljena 
aminokislina Asn120, ki v kristalni strukturi 1ZXM interagira z adeninom vezanega 
zaviralca MP-PNP. Rdeče aminokisline Ser 148, Ser149, Asn150 v 1ZXM interagirajo s 
sladkornim delom liganda, ribozo, zelene Ala 167 in Lys168 pa s trifosfatnim delom 
AMP-PNP.  
 
    
Slika 23: Predpostavljena vezavna modela spojin 3 in 20 v vezavnem mestu za ATP na N-terminalni domeni človeške 
topoizomeraze IIα določeni z metodo molekulskega sidranja in prikazanimi farmakofornimi elementi (uporabljen 
PDB:1ZXM). 
 
Obročni proton na dušiku 1H-indazola pri obeh sidranih konformacijah spojin 3 in 20 tvori 
vodikovo vez s karbonilnim kisikom aminokisline Asn120. Ta interakcija je bila v prejšnjih 
raziskavah 1H-indazolov izpostavljena kot ključna za medmolekulsko prepoznavanje tega 
kemijskega razreda in vezavnega mesta za ATP (14). Čeprav program LigandScout pri 
spojini 20 ni direktno prepoznal proton donorske interakcije, pa izmerjena razdalja med 
obema elementoma vseeno nakazuje prisotnost vodikove vezi tudi pri tej spojini (14). 
 




Spojina 3 tvori interakcije še z aminokislinskimi preostanki v sladkornem in fosfatem delu 
vezavnega žepa za ATP. Substituenta trifluorometil in fluor na fenilnem obroču tvorita 
interakcije s Ser 148, Asn150 in Lys168. Prav tako oba fenilna obroča te spojine tvorita 
hidrofobne interakcije z ATP-vezavnim žepom.  
Pri vezavni konformaciji spojine 20 eden izmed kisikov sulfonske skupine interagira s 
Ser148 in Ser149 v sladkornem delu ATP-žepa. Kot v primeru spojine 3 oba fenilna obroča 
ter dodatno še metoksi skupina tvorijo ugodne hidrofobne interakcije. 
Obe izračunani sidrani konformaciji spojini 3 in 20 sta podobni že izračunanim sidranim 
konformacijam 1H-indazolov (14). Tako iz samih izračunov težko razložimo, zakaj so imele 
spojine nižjo aktivnost kot izhodna derivata. Medmolekulsko prepoznavanje je kompleksen 
proces in pogosto ga molekulsko sidranje ne more popolnoma natančno opisati. Tu imamo 
predvsem v mislih energijski aspekt vezave, ki je povezan z biološko aktivnostjo. Za 
opredelitev slednjega bi namreč morali izvesti kompleksnejše račune in simulacije, kjer bi 
izračunali prosto energijo vezave ter dodatno določili še entalpični in entropični člen vezave. 
  





Dobro poznana tarča za zdravljenje raka, človeška DNA topo IIα zaradi kompleksnega 
katalitičnega cikla ponuja še zelo veliko neizkoriščenih načinov zaviranja njenega delovanja 
in s tem zaviranja rasti rakavih celic. Eden od načinov je tudi načrtovanje katalitičnih 
zaviralcev, ki delujejo preko vezave na vezavno mesto za ATP. S tem se lahko izognemo 
tudi nekaterim stranskim učinkom klinično uporabljanih topo II strupom, kot je 
kardiotoksičnost in indukcija sekundarnih tumorjev. 
Na osnovi predhodno pridobljenih 1H-indazolnih spojin, med katerimi sta dve pokazali 
dobro zaviralno aktivnost encima topo IIα, smo se v sklopu magistrske naloge odločili 
razširiti SAR teh dveh spojin. Uspeli smo sintetizirati še 2 analoga izhodne sojine I (4, 6) in 
4 analoge izhodne spojine V (1, 2, 3, 5). Za ovrednotenje vloge 1H-indazola, vpliva 
nosilnega skeleta in lokacije proton donorja smo sintetizirali še 4 analoge (7, 8, 9, 10), kjer 
smo 1H-indazol zamenjali z 2 substituiranim 1H-indolom, in 5 analogov s 5-substituiranim 
1H-indolom (11, 12, 13, 14, 15).   
Sinteza analogov je potekala enostopenjsko, kjer smo pod ustreznimi pogoji iz izbranih 
karboksilnih kislin in  aminov pripravili načrtovane amide. Potrebna je bila aktivacija 
karboksilne kisline, ki v večni primerov ni popolnoma potekla, zato sta bila glavna stranska 
produkta pri reakciji presežek amina in neaktivirana karboksilna kislina. Nečistote je bilo 
potrebno odstraniti s pomočjo kolonske kromatografije, da smo dobili dovolj čist produkt za 
nadaljnje testiranje. Z optimizacijo reakcije bi verjetno lahko izboljšali aktivacijo 
karboksilnih kislin in tako povečali izkoristek reakcij, ki je bil zelo slab. Najboljši izkoristek 
smo dosegli pri spojinah 8 (42,29 %) in 6 (40,91 %), najslabši pa pri spojini 11 (3,89 %). V 
literaturi smo zasledili, da reakcije tvorbe amidnih vezi pri podobnih spojinah prav tako 
potekajo z majhnimi izkoristki. 
Sintetiziranim spojinam (1-15) in dodatno kupljenim spojinam (16-24) smo s pomočjo  testa 
topo IIα katalizirane relaksacijske encimske aktivnost ovrednotili še zaviralno aktivnost na 
topo IIα. Rezultate smo podali v obliki rezidualne aktivnosti encima topo IIα, izražene v %. 
Gre za sposobnost zaviranja delovanja človeške DNA topo IIα, kjer smo ugotovili, da 
nobena izmed sintetiziranih spojin ni vodila k izboljšanju zaviralne topo IIα aktivnosti v 
primerjavi z izhodnima spojinama I in V. Za kontrolo smo uporabili etopozid, ki ima 
RA(250 µM)= 45 %. V skupini 1H-indazolnih analogov so šibko topo IIα zaviranje pokazale 




spojine 3 (RA(250 µM)= 69 %), 1 (RA(250 µM)= 81 %), in 4 (RA(250 µM)= 91 %), ostali analogi 
pa pri tej koncentraciji niso pokazali RA. V drugi skupini 1H-indolnih analogov, s 
karboksilno kislino na 2. substitucijskem mestu, sta bili najobetavnejši spojini 9 
(RA(250 µM)= 71 %) in 8 (RA(250 µM)= 91 %), ostale so bile neaktivne. V tretji skupini 
1H-indolnih analogov, substituiranih na mestu 5, sta prav tako dve spojini kazali zaviralno 
aktivnost, 15 (RA(250 µM)= 76 %) in 13 (RA(250 µM)= 91 %), ostale spojine so bile popolnoma 
neaktivne. V zadnji skupini, kjer smo ovrednotili izbrane komercialno dostopne 1H-indazole 
pa smo ugotovili šibko zaviralno aktivnost pri spojinah 20 (RA(250 µM)= 74 %), 17 
(RA(250 µM)= 79 %), in 21 (RA(250 µM)= 93 %),. Glede na rezultate meritev zaviranja lahko 
zaključimo, da ni bistvene razlike v aktivnosti med obravnavanimi 1H-indazoli in 1H-indoli. 
Identificirali pa smo še štiri nove šibke 1H-indolne zaviralce topo IIα. 
V zadnjem delu naloge, smo spojinama 3 in 20 ovrednotili še vezavo v tarčno vezavno mesto 
za ATP z metodo molekulskega sidranja. Ugotovili smo, da sta izračunani sidrani 
konformaciji zelo podobni že izračunanim sidranim konformacijam 1H-indazolov. Ena 
izmed pomembnejših opaženih interakcij je bila z aminokislino Asn120. Iz dobljenih 
rezultatov težko obrazložimo, zakaj so imele naše spojine nižjo aktivnost. 
V magistrski nalogi smo tako pridobili nove informacije o SAR za substituirane 1H-indazole 
in 1H-indolie kot potencialne zaviralce človeške DNA topo IIα, ki bodo služile za nadaljnji 
razvoj te skupine spojin do potencialnih novih učinkovin za zdravljenje rakavih obolenj. 
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Slika 24: Prikaz bioloških aktivnosti indazola in njegovih derivatov (povzeto po 24,28). 
 
